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RESUMO

Candida albicans é uma levedura polimérfica que faz parte de forma comensal da microbiota da
maioria da populacdo humana, podendo ser contratada em diversos sitios anatdbmicos, como o trato
gastrointestinal (TGI). Em casos desequilibrios imunometabdlicos, como mucosite intestinal
causada por 5-fluorouracil (5-FU), C. albicans pode causar uma infec¢é@o oportunista e se favorecer
dos nutrientes do hospedeiro, por exemplo, o triptofano (Trp). Este trabalho teve como objetivo
avaliar o papel do metabolismo de triptofano por C. albicans em um modelo de infeccéo
oportunista em camundongos apds quimioterapia. Para tanto, alguns paramentos in vitro foram
avaliados. Assim foram observados o crescimento, formacdo de biofilme e filamentacdo de C.
albicans na presenca e auséncia de Trp. Como aminoacido controle foi usado tirosina. Foram
usados dois meios de cultivos para estes testes, caldo sabouraud (SD) como meio de cultivo padrédo
e caldo syntetic low dextrose (SLD) como meio de cultivo quimicamente definido. Para os
experimentos in vivo, foram usados animais C57BL/6j fémeas de 7-8 semanas, estes receberam
1x107 de C. albicans na agua de beber por 5 dias. Também durante esse modelo os animais foram
tratados por via intraperitoneal com 5-FU (75 mg/Kg/dia) durante 3 dias. Assim, foram avaliados
parametros clinicos, sobrevida, analise histopatoldgica, carga fungica e bacteriana no TGI, fezes,
rim e figado. Para estas analises foram feitas eutanasia no 5° ou 8° dia do protocolo experimental.
Como anélise estatistica foram aplicados os testes de anélise de variancia (ANOVA) Two-Way
seguido pelo teste de Tukey ou Sidak. Foi considerado p< 0,05 como estatisticamente significativo.
Foi observado que C. albicans consegue crescer e formar biofilme na presenca de Trp e que este
aminoacido, mas ndo a tirosina, induz a filamentacdo desta levedura, de maneira concentracao
dependente. Quanto aos dados in vivo, C. albicans foi capaz de colonizar todos os 6rgdos do TGl
em animais com mucosite, além de ter acentuado o quadro clinico dos animais, que apresentaram
100% de mortalidade. Houve também uma translocacgéo bacteriana para o figado e ceco em animais
com mucosite com e sem C. albicans. Estes resultados sugerem que 0s sistemas in vitro e in vivo
desenvolvidos permitirdo avaliar o impacto do metabolismo de triptofano para a infecgédo
oportunista experimental por C. albicans apds quimioterapia.

Palavras-Chave: Mucosite intestinal, Filamentacdo, Captacdo de aminoacidos; Enterococcus sp.,
Staphylococcus sp.



ABSTRACT

Candida albicans is a polymorphic yeast that is a commensal part of the microbiota of the majority
of the human population and can be contracted in several anatomical sites, such as the
gastrointestinal tract (TGI). In cases of immunometabolics imbalances, such as intestinal mucositis
caused by 5-fluorouracil (5-FU), C. albicans can cause an opportunistic infection and if it favors
the host nutrients, for example tryptophan (Trp). This study aimed to evaluate the role of tryptophan
metabolism by C. albicans in a model of opportunistic infection in mice after chemotherapy.
Therefore, some in vitro parameters were evaluated. Thus, the growth, biofilm formation and
filamentation of C. albicans were observed in the presence and absence of Trp. As a control amino
acid tyrosine was used. Two culture media were used for these tests, Sabouraud broth (SD) as
standard culture medium and syntetic low dextrose broth (SLD) as chemically defined culture
medium. For in vivo experiments, animals C57BL/6j females of 7-8 weeks were used, these
received 1x107 of C. albicans in drinking water for 5 days. Also during this model the animals
were treated intraperitoneally with 5-FU (75 mg/kg/day) for 3 days. Thus, clinical parameters,
survival, histopathological analysis, fungal and bacterial load in TGI, feces, kidney and liver were
evaluated. Euthanasia was performed on the 5th or 8th day of the experimental protocol. Statistical
analysis was applied to the two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey or
Sidak test. It was considered p< 0.05 as statistically significant. It was observed that C. albicans
can grow and form biofilm in the presence of Trp and that this amino acid, but not tyrosine, induces
the filamentation of this yeast, in a dependent concentration. As for the in vivo data, C. albicans
was able to colonize all TGI organs in animals with mucositis, besides having accentuated the
clinical picture of the animals, which presented 100% mortality. There was also a bacterial
translocation to the liver and cecum in animals with mucositis with and without C. albicans. These
results suggest that the in vitro and in vivo systems developed will allow to evaluate the impact of
tryptophan metabolism for experimental opportunistic infection by C. albicans after chemotherapy.

Keywords: Intestinal mucositis, Filamentation, Amino acid uptake; Enterococcus sp. ,
Staphylococcus sp.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1 Candida spp.

O género Candida compreende aproximadamente 150 espécies. Estas leveduras podem ser
diploides ou haploides, pertences ao Reino Fungi, sub-reino Dikarya, filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes e a familia Debaryomycetaceae (SCHOCH et al., 2020). Quanto as suas
caracteristicas macroscopicas, possuem col6nias glabras de coloracao branca. Microscopicamente,
sdo unicelulares, e grande parte das espécies apresentam pseudohifas em sua estrutura
microscopica (Figura 1). Estas leveduras podem ser encontradas em diversos ambientes, incluindo
a microbiota de seres humanos e sdo consideradas como agentes de infeccdes oportunistas e e
muco-cutaneas (SIDRIM; ROCHA, 2004; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

S QO%e ek A 1' et
Figura 1 — Col6nias e morfologia microscopica de fungos do género Candida. A- Colénias de leveduras

do género Candida em agar batata. B- Microcultivo de Candida parapsilosis lato sensu em agar corn-meal
acrescido de Tween 80%. Fonte: Proprio Autor, 2019.

As espécies do género Candida estdo associadas a diversas infecgdes, sendo os principais
e mais representativos organismos do reino Fungi associados a micoses. Dentre elas, estdo as
infeccOes sistémicas, caracterizadas por acometer a corrente sanguinea. (GARCIA et al., 2007;
HILLER et al., 2011; BADIEEL et al., 2017). Assim, sdo relatadas na literatura cerca de 13
espécies do género causando doencas em animais (ou humanos). Dentre as espécies mais
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comumente isoladas deste género, Candida albicans é a mais prevalente tanto em humanos como
em animais. As espécies C. famata, C. glabrata, C. auris, C. guilliermondii, C. parapsilosis e C.
tropicalis também estdo associadas a infecgdes (HILLER et al., 2011; KURTZMAN; FELL;
BOEKHOUT, 2011; OLIVEIRA, 2012; BADIEEL et al., 2017).

1.1.1 Candida albicans: aspectos morfologicos e estruturais

Candida albicans € um microrganismo comumente comensal presente na microbiota de
humanos e de alguns mamiferos. Esta espécie coloniza as superficies mucosas de individuos
saudaveis e é considerada como um componente normal da microbiota do trato gastrointestinal e
das vias geniturinarias (KAM; XU 2002). C. albicans se reproduz, predominantemente, de forma
assexuada, por formacéo de clones (PUJOL et al.,1993; LOCKHART et al., 1995; MATA et al.,
2000).

A espécie C. albicans difere das demais espécies de Candida por apresentar,
principalmente, uma importante caracteristica: pode existir em trés fases morfologicas
simultaneas: levedura, pseudo-hifa e hifa, fendmeno chamado de polimorfismo. Por conta desta
plasticidade morfoldgica, C. albicans consegue adaptar-se a diversos ambiente microecoldgicos
(CHEN et al., 2020).

As células leveduriformes, morfologia padrdo na maioria das condig¢des in vitro e durante
o0 comensalismo, sdo redondas ou ovoides, ttm uma organizacdo unicelular, podendo estar
envolvidas na formacdo de biofilmes, permanecendo de forma comensal na pele, vagina ou
cavidade oral, por exemplo (ANDES et al., 2012; CHEN et al., 2020). Ja as células encontradas
como pseudo-hifas tém formas longas, elipticas e multicelulares, podendo ser induzidas a pH 6,0,
temperatura de 35°C e em meio sélido pobre em nitrogénio (SOL; STASI; BEDELL, 1978;
SUBDERY, 2001). Segundo Chen et al, (2020), as pseudo-hifas de C. albicans podem variar
vastamente quanto a sua largura e comprimento, de modo que, em um extremo, se assemelham a
hifas e, em outro, assemelham-se a brotamentos alongados de blastoconideos. Assim, as
pseudohifas possuem largura de cada segmento do micélio inconstante, sendo mais larga no centro
do que nas extremidades (Figura 2) (CHEN et al., 2020).
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Figura 2 —

Diagrama
esquematico da morfologia das células de Candida albicans. Blastoconideo, pseudo hifa e hifa. As setas
pretas indicam o anel de septina. Fonte: CHEN et al., 2020, Adaptado.

As hifas de C. albicans assumem formas tubulares e multicelulares, que podem ser
induzidas quando incubadas a 37°C, em contato com N-acetil-glucosamina, baixa disponibilidade
de oxigénio, alta disponibilidade de CO. e pH alcalino, in vitro (CASSONE; SULLIVAN;
PASTOR, 1985; SAPORITO-IRWIN et al., 1995; NAMBA et al., 2009; KONG et al., 2016). A
hifa se desenvolve a partir de uma célula de levedura ndo germinada, sem constricdo do colo da
célula mée e com lados paralelos ao longo de seu comprimento (CHEN et al., 2020).

Além disso, C. albicans se destaca das demais por apresentar clamidoconidios, que sédo
células esféricas com parede celular dupla e relacionadas a resisténcia. Estas estruturas podem ser
encontradas na regido terminal das hifas ou aparecer de forma intercalada na estrutura hifal. Os
clamidoconidios ndo possuem funcéo bioldgica conhecida e descrita na literatura e pouco se sabe
sobre seu desenvolvimento. Estas formas tém sido relatadas ocasionalmente em hospedeiros
humanos sem indicios de uma participacdo direta no processo de infecgdo e patogenicidade de C.
albicans (CHABASSE et al.,1988; STAIB; MORSCHHAUSER, 2007). Assim, estes
microrganismos mostram-se altamente adaptaveis, podendo assim causar desde disfuncbes
fisiologicas até infecOes invasivas graves. (ALVARES; TIE; MEL, 2007; VARANO et al., 2019).
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1.1.2 Viruléncia em Candida albicans

Pode-se definir fatores de viruléncia como “arsenais” ou “maquinarios” de microrganismos
que estdo envolvidos na patogenicidade, conferindo a eles mais capacidade de colonizar e burlar
as defesas do hospedeiro e criar condigfes adequadas para a sua sobrevivéncia, propagacéo,
crescimento e desenvolvimento nos tecidos infectados. Assim a viruléncia de um microrganismo
se da pelo resultado de uma multiplicidade de fatores que atuam concomitantemente para vencer
as barreiras do hospedeiro (NAGLIK; ALBRECHT; BADER 2004; SCHALLER et al., 2005).

Dentre esses fatores de viruléncia associados a espécie C. albicans, pode-se citar: aderéncia
as células epiteliais, formacéo de biofilme, producéo de proteases e fosfolipases, formacao de hifa
verdadeira, dimorfismo, penetracdo atraves do tecido, producdo de candidalisina dentre outros
(BRILHANTE et al., 2015; CORDEIRO et al., 2016; MOYES et al., 2016; BRILHANTE et al.,
2018).

A adesdo da levedura ao tecido se da através de uma combinacéo de interagdes especificas
e ndo especificas, bem como as interagdes eletrostaticas e hidrofébicas da superficie celular com
as estruturas dos tecidos hospedeiros (COTTER; KAVANAGH 2000; GONG et al., 2020). As
adesinas sdo componentes de C. albicans que auxiliam no reconhecimento e colonizacao de tecidos
do hospedeiro, constituindo um importante fator na manutencdo dos estados comensais e
patogénicos (RAUCEO et al., 2006; DEHULLU et al., 2019).

As familias de adesinas Hwpl, ALS e EPA sdo adesinas bem caracterizadas de C. albicans
(KAPTEYN et al., 2000; ZHAO et al., 2004; KUMARI et al., 2021). Ja foi descrito uma afinidade
de ligacdo para proteinas de matriz extracelular e componentes de células epiteliais para alguns
membros da familia ALS (sequéncia semelhante a aglutinina) (SUNDSTROM, 1999; HOYER
2001). Uma linhagem de C. albicans mutante para Als3 mostrou ligacdo ineficiente quando
testadas em linhagens de células endoteliais (BEC e HUVEC) (ZHAO et al., 2004). Outra
importante adesina citada na literatura é a codificada pelo gene Hwpl, este é expresso
diferencialmente entre os tubos germinativos e hifas, codificando uma manoproteina Hwpl
(STAAB et al., 1999). Staab et al., verificou em 1999 que C. albicans sem Hwpl tem uma adesao

instavel a células epiteliais de humanos, além de ter uma capacidade reduzida de induzir a
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candidiase sisttmica em camundongos. Além disso, a expressdo de Hwpl tem mais importancia
na candidiase de mucosas (KARTASOVA et al., 1988; BALISH et al., 2001).

As interacdes entre C. albicans e a superficie celular do hospedeiro sdo também mediadas
por componentes da parede celular do fungo (DALLE et al., 2003; BRAUNER et al., 2018).

Do ponto de vista estrutural, a parede celular fungica esta encarregada de conferir protecdo
contra agentes fisicos, quimicos e bioldgicos do meio, contribuindo para a patogenicidade,
interacdo célula-hospedeiro, resposta imune e dinamismos durante o0 processo de crescimento e
estresse celular. Os principais constituintes desta parede sdo: polissacarideos, glicanos, mananas e
quitinas (Figura 3) (NATHER; MUNRO, 2008). Manoproteinas e mananas sdo geralmente
distribuidas ao longo da superficie da parede celular; ja a camada mais interna é composta,
principalmente, de quitina e glicanos (MACULLOUGH; ROSS; READE 1996). A quitina é um
componente essencial para o desenvolvimento, crescimento e viabilidade de fungos patogénicos
(LENARDON et al., 2010) A plasticidade da parede celular é estabelecida pelas moléculas de
glicanas, sendo estas moléculas também responsaveis pela interacdo hospedeiro-levedura, além de
desemprenhar um papel crucial no comensalismo e colonizacéo e na resisténcia a medicamentos
(POULAIN; JOUAULT 2004).
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Figura 3 — Organizagdo celular e da parede celular em Candida albincans. A- Hifas de Candida
albicans com clamidoconidios. B- Esquema da parede celular de Candida albicans. Préprio Autor (Criado
em biorender.com), 2022.
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Acreditava-se que a maioria dos microrganismos vivia de uma maneira autbnoma, tanto no
ambiente como no hospedeiro, a chamada forma planctonica. Contudo, ha mais de duas décadas,
descobriu-se que microrganismos em seu hdabitat natural podem viver em comunidades
microbianas sesseis, chamadas de biofilme. Essa descoberta tornou-se particularmente importante,
uma vez que foi atribuida a patogenicidade de muitas enfermidades (RAMAGE et al., 2012, SUN
etal., 2013).

O biofilme fangico é uma comunidade complexa e dindmica de células aderidas a um
substrato, biotico ou abidtico, e protegidas por uma matriz extracelular (MEC). As etapas de
formagéo do biofilme sdo as seguintes: adesdo, formacdo de microcoldnias, producdo de matriz
extracelular, maturagéo e dispersdo (Figura 4) (RAMAGE et al., 2012).

1 2 3 4 S

v v v v v

Figura 4 — Etapas de maturacdo de desenvolvimento do biofilme: 1- Adesdo, 2- Formacdo de
microcol6nias, 3- Producdo da matriz extracelular (MEC), 4- Maturacéo, 5- Dispersdo. Fonte: MONROE,
2007. Imagem adaptada.

O seu principal atributo € a producdo da matriz extracelular, cuja composicdo varia
dependendo da espécie flngica, reduzindo a capacidade de penetracdo, permitindo ao fungo montar
estratégias de sobrevivéncia ou tolerancia, podendo surgir, desse modo, as células persistentes. A
resisténcia do biofilme fungico é complexa e envolve varios mecanismos, dentre eles a
superexpressdo da bombas de efluxo codificadas pelos genes CDR1, CDR2 e MDR1, a interacéo
com o sistema imunologico do hospedeiro e a expresséo de proteinas que conduzem a filamentacéao
(RAMAGE et al., 2012; SUN et al., 2013).
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A producdo de enzimas hidroliticas como proteases e fosfolipases em fungos também é
bastante relacionada & patogenicidade e viruléncia (KANTARCIOGLU; YUCEL, 2002; KUMAR
et al., 2006; SILVA et al., 2007). Existem varios métodos para avaliacdo enzimatica da producgéo
dessas enzimas, como por exemplo a avaliacdo da producéo de proteases in vitro. Este consiste na
utilizacdo de um meio de cultura contendo albumina sérica bovina (BSA — Sigma, USA), assim é
observado a formacéo de uma zona de precipitagdo (Pz) ao redor da colonia, quando a atividade de
proteases é positiva (AOKI et al., 1994).

Uma importante familia de hidrolases de C. albicans sdo as proteases asparticas secretadas
(SAPs), que inclui 10 membros, Sap1-10. Porém apenas as Sapl-8 sdo secretadas e liberadas no
meio extracelular, enquanto Sap9 e Sapl0 permanecem ligadas a superficie celular (NAGLIK;
CHALLACOMBE; HUBE, 2003; ALBRECHT et al., 2006). Ja foi demostrado que Sap1-3 estdo
diretamente relacionadas a danos epiteliais in vitro e a viruléncia em modelo murino de candidiase
sisttmica (LERMANN; MORSCHHAUSER, 2008; CORREIA et al., 2010). Borg-Von Zepelin et
al., (1998) observaram a expressao de SAP4-5 induzida por macr6fagos murinos apés fagocitose.
Estes dados reforcam que SAPs podem ser expressas em estagios diferentes de infecdo por C.

albicans, demonstrando assim ser um importante fator de viruléncia durante a patogénese.

No caso da avaliacdo da producéo de fosfolipases, existe um método descrito por Price et
al. (1982) que utiliza agar Sabouraud dextrose acrescido de gema de ovo, a qual é rica em
fosfolipidios. Assim o fungo é semeado neste meio e quando h4 atividade enzimatica é possivel
observar uma densa zona de precipitacdo (Pz) ao redor da coldnia (Figura 5). Estas enzimas
alteram, danificam e até mesmo destroem a integridade da membrana plasmatica das células do
hospedeiro, interrompendo as atividades fisiologicas celulares. Leveduras como C. albicans, que
sdo capazes de promover a filamentacdo, conseguem penetrar em tecidos, o que, possivelmente
esta associado com a eficacia destas enzimas hidroliticas em promover a disseminagdo do fungo
(RINALDI, 1993; CANABARRO et al., 2009; CAMPOS; BARONI, 2010).
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Figura 5 — Placa contendo meio para avaliacdo da produgéo de fosfolipases. Pode-se observar uma
zona de precipitacdo esbranquigada e opaca ao redor da col6nia, sendo indicativo da producdo enzimatica.
A linha azul expressa o didametro da colénia e a vermelha o didametro total. Fonte: Centro Especializado em
Micologia Médica (CEMM), 2017.

Outro importante fator de viruléncia de C. albicans é a sua plasticidade morfologica. Por
conta desse polimorfismo, esta espécie cresce como levedura, pseudo-hifa e hifas verdadeiras
(MAYER; WILSON; HUBE, 2013). S&o diversos os estimulos que podem afetar a morfologia de
C. albicans. Por exemplo, em pH baixo (<6), as células desta espécie crescem predominantemente
na forma de levedura, enquanto em pH alto (>7) o crescimento de hifas é induzido (ODDS, 1988).
Outros fatores como quantidade de nutrientes disponiveis, presenca de soro ou de N-acetil-
glucosamina, temperatura de 37°C e tensdo de CO», também podem induzir a formacao de hifas em
C. albicans (SUDBERY, 2011). Essa transicao entre as formas de crescimento de levedura e hifa
¢ denominada de dimorfismo e ambas as formas sdo importantes para a patogenicidade
(JACOBSEN et al., 2012). Porém a forma filamentosa demostrou ser mais invasiva que a forma
de levedura (BERMAN; PETER, 2002). Por outro lado, acredita-se que a forma unicelular menor
esteja envolvida na disseminacdo durante a patogénese (SAVILLE et al., 2003).

Foi observado em experimentos in vitro que linhagens de C. albicans mutantes para egfl
eram incapazes de formar hifas verdadeiras e esta condi¢do atenuou a viruléncia em modelo murino

(LO et al., 1997). Ainda, a formacdo de hifas esta ligada a expressao de um subconjunto de genes
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que codificam fatores de viruléncia que podem n&o estar associados apenas a forma filamentosa da
C. albicans, por exemplo, hwpl, als3 e algumas SAPs citadas anteriormente (MAYER; WILSON;
HUBE, 2013).

1.1.3 InfecgBes oportunistas por Candida albicans

Segundo Varano et al. (2019), a interacdo entre o hospedeiro e o fungo pode ser comensal
ou parasitaria. As infecgdes podem se manifestar de duas formas, por vias enddgenas, quando o
hospedeiro se mostra vulneravel e as espécies da microbiota agem de forma oportunista; ou por via
exogena, quando o hospedeiro adquire o microrganismo de uma fonte externa (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003).

As infeccbes oportunistas por fungos sdo uma causa crescente de morbidade em todo o
mundo. C. albicans é uma das leveduras causadoras de doengas com maior prevaléncia nos seres
humanos (KIRCHNER et al., 2019). Segundo a World Health Organization (WHO) a candidiase
invasiva causada por C. albicans tem uma mortalidade global que varia de 20% a 50% dos casos.
Se levarmos em consideracdo ainda a disponibilidade de tratamento antifingico, além do periodo
de permanéncia hospitalar, estes quadros podem favorecer complicacfes secundarias que podem
agravar os casos de candidiase (WHO, 2022). Por esses motivos em 2022, a WHO adicionou C.
albicans ao grupo dos fungos de prioridade critica para o desenvolvimento de novas terapias
(Figura 6).

Para o desenvolvimento de uma micose por C. albicans, geralmente, € preciso que exista
uma deficiéncia na imunidade do hospedeiro, incluindo aqueles individuos imunodeficientes, como

hospedeiros infectados por HIV ou que tenham alteracdo na microbiota normal por conta do
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tratamento com antibioticos, quimioterapicos, radioterapicos e terapias imunossupressoras (PUEL
etal., 2012; MARTINS et al., 2014; GONCALVES et al., 2016).
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Figura 6 — Estratificacdo de fungos patogénicos humanos quanto a importancia

epidemioldgica segundo a World Health Organization. Fonte: WHO, 2022.

Além destes fatores, alguns estudos descrevem varia¢fes genéticas dentro da espécie C.
albicans, favorecendo uma diversidade fenotipica que modula sua patogenicidade nas superficies
epiteliais e sistemicamente (ODDS et al., 2007; SCHONHERR et al., 2017). Assim, a linha ténue
entre comensalismo/doenca no caso da interagdo com C. albicans é resultado de um equilibrio entre
potencial de viruléncia fungica e mecanismos de defesa do hospedeiro (KIRCHNER et al., 2019).

As infecgdes por C. albicans, como candidiase orofaringea e gastrointestinal, séo comuns
em pacientes que fazem uso de quimioterapicos em altas doses (BERTOLINI et al., 2019). A
quimioterapia citotoxica também pode causar lesdes na mucosa, que combinada com os efeitos

mielossupressores da terapia, pode favorecer a translocacao fungica e bacteriana, que ultrapassam
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as barreiras da mucosa, causando assim uma infecgéo sistémica, sendo essa a principal causa de
morbidade e mortalidade em pacientes que fazem uso de quimioterapia antineoplasica (COLE;
HALAWA; ANAISSIE, 1996).

1.2 Mucosite gastrointestinal induzida por quimioterapicos

A mucosite pode ser definida como uma inflamacéo das membranas mucosas que revestem
o trato gastrointestinal (TGI) que leva a alteracdes estruturais, funcionais e imunolédgicas. Como
esse processo inflamat6rio ndo pode ser examinado visualmente, geralmente é diagnosticado por
meio de sintomas clinicos ou biomarcadores relevantes (SOUGIANNIS et al., 2021). O dano a
mucosa intestinal € uma das principais causas para a reducdo da qualidade de vida, diminuicao das
taxas de sobrevida e inicio precoce da morte observada em paciente em uso de quimioterapicos
citotoxicos (CINAUSERO et al., 2017; BASILE et al., 2019).

O TGl é responsavel pela digestdo e absorcdo de nutrientes, especificamente no intestino
delgado. A destruicdo das vilosidades intestinais durante a mucosite intestinal reduz a superficie
de absorcdo do intestino delgado (KEEFE, 2007; BASILE et al., 2019). Vale ressaltar que o epitélio
intestinal é um dos tecidos de maior atividade proliferativa, e assim, antineoplasicos como o0 5-
fluorouracil (5-FU) tém acdo direta neste epitélio saudavel, interrompendo a sintese de DNA e
levando as células a apoptose (DELGADO; GRABINGER; BRUNNER, 2016).

A mucosite induzida por quimioterapia (MIQ) é comumente descrita por cinco fases: 1-
inicio (0-2 dias), 2- regulacdo positiva e ativacdo de mensageiros (2-3 dias), 3- amplificacdo do
sinal (2-5 dias), 4- ulceragdo com inflamacéo (5-14 dias) e 5- cicatrizagdo (14-21 dias) (Figura 7)
(SONIS et al., 1990; 2004). Geralmente ap0s o inicio é possivel observar a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo de NF-«kB, que resultara em uma regulacdo positiva de
aproximadamente 200 mediadores, principalmente TNF e citocinas pro-inflamatdrias. Assim,
TNF, IL-6, IL-1p e COX2 podem ser detectadas durante a amplificagdo do sinal (2-5 dias). Ainda
nesse periodo existe uma ativagdo de TLR por bacterias intestinais, levando a regulagdo positiva
de NF-kB por meio de multiplas vias de sinalizagdo, agravando mais a resposta inflamatoria
(REFAAT et al., 2015).



27

l'c (5]
Chemotherapy

Stage Inma(ion>i Upregulation>i Am:Iii?l'::z;ltlon >E Ulceration >E Healing >
I 1 1 1
1 1 1 1
d : by
/ /9%, \ ( ..,/,(\\ ] i v i i PACLIOAN i
lg o 4 o) LS ! 1 /g ol
le :<v|1 Vé \ N oo 1 |- 5
y.. EV‘I.‘I [ JI\\ : : : - ‘!
\ 8o 551 (8 BT ! ‘e R
e MR L e &
Histopathology “@& ! @& ° IK s i !‘ - 4
: Y o 1/ 1 |e 2\
. \ I
v ese ¢ ‘
2 ®

!
i
I
Timeline | 0-2 days | i | 2-3 days |
1
1
]

i
i
i
: | 15-21 days |
1
.
Biomolecular Tois W | - Increased ROS Collagen
DNA Damage (cxcu cxcu. ccL2) deposition
Consequences Bacterial invasion and and
(TNFa, M IL1§. cOoX2) opportunlsﬂo infection WI-
Response Increased infiltration of Rapid presentation of local and Partlal recovery of
activated immune cells systemic lymphocytopenia immune health

(M®, N®)
Figura 7- Etapas do desenvolvimento da mucosite induzida por quimioterapicos. Este modelo ilustra
o0s diversos eventos envolvidos na mucosite em escala sequencial de dias. Fonte: MENEZES-GARCIA,
2018.

A producdo de ROS também é responsavel por mediar a ativacao de inflamassomas durante
a MIQ (SWANSON et al., 2019), complexos responsaveis pelo controle da liberacdo de IL-1p e
IL-18. Foi observado que a producdo de ROS ap0s o tratamento com irinotecano aumentou a
clivagem da caspase-1 e subsequentemente a liberacdo de IL-1p e IL-18 (ARIFA et al., 2014).
Assim, foi demonstrado que essa rapida destruicdo da mucosa intestinal induz uma tempestade
debilitante de citocinas que pode exacerbar 0s efeitos negativos  desses
quimioterapicos (RONALDO et al., 2016; CINAUSERO et al., 2017; BASILE et al., 2019).

Assim, a medida que ocorre a liberacdo crescente de citocinas pro-inflamatérias, que é
intensificada por 2 a 5 dias apds tratamento com quimioterapico, a expressdo aumentada de TNF e
guimiocinas causam o recrutamento de macrofagos e neutréfilos pra o local do dano (KEEFE,
2007). Finalmente, a ulceracdo na camada epitelial (fase 4) € um evento final decorrente das lesGes
teciduais e da morte celular, levando ao aumento da liberacdo de ROS, o que acentua o dano a
camada submucosa e intensifica os efeitos debilitantes ocasionados pela quimioterapia (YASUDA
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et al., 2012). Todos estes eventos sdo mais intensos especialmente em pacientes que recebem
multiplas doses de quimioterapia (SOUGIANNIS et al., 2021).

Alguns estudos relatam que a microbiota bacteriana oral e intestinal pode ser alterada pela
quimioterapia citotoxica, essa alteracdo ou desequilibrio é chamada de disbiose e favorece a
infeccdo oportunista por C. albicans (BERTOLINI et al., 2019; TEOH; PAVELKA, 2016). Em
hospedeiros saudaveis, a microbiota bacteriana residente no disbidtica desempenha um importante
papel no controle do crescimento e colonizacdo de C. albicans em mucosas (XU; DONGARI-
BAGTZOGLOU, 2015). No entanto, quando o equilibrio bacteriano é perturbado pela
imunossupressao, algumas espécies bacterianas podem crescer em excesso e formar associagdes
mutualisticas com C. albicans (BERTOLINI et al., 2019; 2021). Este processo pode levar a uma
dishiose continua que amplifica o dano a mucosa. Estudos recentes demostraram associagdes
sinérgicas entre C. albicans com a microbiota bacteriana intestinal, como Enterococcus faecalis,
em modelos de mucosite induzida por 5-Flouruoracil (5-FU) (BERTOLINI et al., 2019; 2021). Em
2021, Bartolini et al., mostraram que fatores de modulacdo local, como a biodisponibilidade

nutricional, alteram a interacdo bactéria-fungo (BERTOLINI et al., 2021).

1.3 Metabolismo do triptofano

O triptofano (TRP) é um aminoacido apolar e o Unico aminoacido que contém um anel
indol, sendo obtido pelo ser humano exclusivamente pelo catabolismo de proteinas da dieta,
podendo ser encontrado em uma variedade de alimentos ricos em proteinas como carnes, peixes e
ovos (ROAGER; LICHT, 2018). No hospedeiro humano, o triptofano pode ser metabolizado
através da via das quinureninas, que é a via metab6lica mais ativa no trato gastrointestinal. Essa
via é realizada pelas enzimas indoleanmina-2,3-dioxenase (IDO1) e triptofano-2,3-dioxigenase
(TDO2), produzindo as quinureninas (KYN) (ZELANTE et al., 2013; HUBBARD; MURRAY,
PERDEW, 2015). Além disso, o triptofano pode também ser metabolizado pela via da serotonina
(HUBBARD; MURRAY, PERDEW, 2015).

A microbiota intestinal tem também um importante papel no metabolismo do triptofano.
As enzimas bacterianas tiptofanase (TnA) sdo responsaveis pelo catabolismo do TRP, produzindo
como produto o indol, que pode ser detectado no intestino de humanos e de camundongos em uma
concentracdo que varia de 250-1100 uM (HUBBARD; MURRAY; PERDEW, 2015). Os
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metabolitos gerados sdo absorvidos pelo epitélio intestinal e podem desempenhar papel
imunoregulador, agindo como moléculas anti-inflamatorias e antioxidantes, ou até mesmo exercer
efeito citotoxico (Figura 8) (ROAGER; LICTH, 2018).
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Figura 8 — Metabolismo de triptofano pela microbiota intestinal. A degradacdo do TRP por enzimas
diversas libera catabdlitos como indol, triptamina, triptofol (IE), acido indolpropidnico (IPA), &cido
indoloillatico (ILA), &cido indoloilacético (IAA), indolaldeido (IAld) e acido indoloilacrilico (1A) que
podem alterar ou afetar a fisiologia do hospedeiro por diversas maneiras. Fonte: ROAGER; LICTH, 2018.

1.3.1 Metabolismo do triptofano por Candida albicans e seu efeito na viruléncia

Os fungos desenvolveram diversas estratégias de deteccdo e meios reguladores para
monitorar e utilizar aminoacidos extracelulares, por exemplo, a repressdo do catabolismo de
nitrogénio (NCR), a via do alvo da rapamicina (TOR) e a deteccdo mediada por sensores de

aminoacidos (SPS). Muitos fungos utilizam preferencialmente amonio, glutamina e glutamato
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como fontes de nitrogénio; por outro lado, nitratos, nitritos, purinas, amidas e outros aminoacidos
séo utilizados quando as fontes primarias sdo escassas (GARBE; VYLKOVA, 2019)

Assim vias alternativas sdo ativadas, como por exemplo a via de fatores de transcri¢do do
tipo GATA, como Gatl e GIn3. Estudos mostram que, em Candida albicans, essas vias secundarias
de captagdo de aminoécidos sdo necessarias para ativacdo de fatores de viruléncia e sobrevivéncia
no hospedeiro (LIMJINDAPORN et al., 2003; DABAS; MORSCHHAUSER, 2007; LIAO et al.,
2008,). Ja a via TOR em C. albicans parece estar relacionada com a expressao de permeases de
aminoacidos (AAPs) (BASTIDAS et al., 2009). Estudos recentes sugerem que o metabolismo de
aminoacidos por C. albicans intensifica a expressao de fatores de viruléncia e agravam a infeccao
por este fungo (BOTTCHER et al., 2020; MIRAMON et al., 2020; GARBE et al., 2022). Um dos
métodos descritos de deteccdo de aminoacidos em C. albicans sdo os sensores SPS localizados na
membrana plasmatica. As linhagens sem sensores SPS tem capacidade reduzida na absorcao de
aminoacidos, na filamentacdo na presenca de soro e sdo menos virulentas durante a infecéo
sistémica em camundongos (BREGA; ZUFFEREY; MAMOUN, 2004; VYLKOVA; LORENZ,
2014). Estes achados fornecem um claro exemplo de como processos fisiologicos basicos, como
aquisicdo de nitrogénio via aminoacidos, podem se tornar importantes para a viruléncia de C.
albicans.

Pode-se citar como importantes sensores SPS o Ssy1, Ptr3 e Ssy5, que permitem que células
detectem e respondam a presenca de aminoacidos extracelulares (MARTINEZ; LIJUNGDAHL,
2005; MIRAMON; LORENZ, 2016). J4 foi demonstrado que a sinalizacdo SPS controla a ativacio
de alguns fatores de transcri¢do que ativam genes de permeases para aminoacidos (AAP). Uma vez
que os sensores SPS detectam os aminoacidos, cascatas bioquimicas sao ativadas no citoplasma da
célula fangica juntamente com ativacao de fatores de transcricdo como Stpl e Stp2; Estes, por sua
vez, induzem e regulam diversos processos metabolicos na célula, incluindo a expressdo de
transportadores de oligopeptideos e AAP (MARTINEZ; LJUNGDAHL, 2005; MIRAMON;
LORENZ, 2016; BOTTCHER et al., 2020). Os genes relacionados com a absorgdo de nutrientes
séo frequentemente induzidos frente a condigfes associadas a viruléncia, como por exemplo a
sobrevivéncia do fungo a macrdfagos e neutréfilos (NIEMIEC et al., 2017; MUNOZ et al., 2019).

Assim, apés a detecgdo, a captacdo de aminoécidos é mediada por cerca de 24 AAPs, sendo
apenas algumas destas caracterizadas funcionalmente. Em Saccharomyces cerevisiae, uma

levedura com diversos genes bem descritos, Ssyl é capaz de detectar abundantes aminoacidos
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extracelulares, como arginina, ativando a via Stp2 (KRAIDLOVA et al., 2011; SCHREVENS et
al., 2018;; BIANCHI et al., 2019); A funcionalidade desse processo é crucial para o crescimento
fangico em diversos aminoacidos e esta correlacionada a patogenicidade, uma vez que mutante
para Stp2 ou via SPS sdo atenuados in vivo (VYLKOVA;LORENZ, 2014, MIRAMON; LORENZ,
2016; VYLKOVA; LORENZ,2017). Além do Stp2, AAPs contribuem para o transporte de
aminoacidos regulados pela via SPS, como por exemplo a Gnpl; Esta AAP esta sujeita a via de
repressao por catabdlitos de nitrogénio (NCR) (ANDREASSON et al., 2004). GARBE et al., 2021
demonstrou em seus dados uma alta especificidade de Gnp2 para prolina em C. albicans; além
disso, também apresentou dados supondo que Stp2 e Gnpl poderiam ser importantes para a
captacao e uso de triptofano.

A literatura relata que as leveduras do género Candida, incluindo C. albicans, sdo capazes
de metabolizar o triptofano, produzindo pigmentos fotossensiveis (Figura 9) (CHAKES;
PHILLIPS, 1974). Estudos mostram que a assimilacédo de triptofano por Candida albicans, in vitro,
facilita a filamentacdo desta espécie (BOZZA et al., 2005). Porém, 0s mecanismos envolvidos
neste efeito bioldgico do triptofano em C. albicans néo sdo conhecidos.

Bozza et al., (2005), também comprovaram, por meio de infeccdo de C. albicans em
camundongos, que a inibigdo da IDO agravou o quadro da candidiase. Metabolitos gerados através
da degradacao do triptofano, como &cido indol-3-acético (IAA), podem alterar morfologicamente
leveduras como Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans, desencadeando um importante
papel na filamentacdo destes fungos, sendo que esta é uma caracteristica diretamente relacionada
a patogenicidade (RAO et al., 2010). Além de utilizarem o IAA exo6geno, algumas leveduras séo
capazes de produzir o IAA. Lintong; Koowadjanakul (2012) isolaram 114 cepas de leveduras
ambientais, incluindo do género Candida, e 37.7% destas foram capazes de produzir IAA em um

meio de cultura suplementado com triptofano.
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Figura 9 — Pigmentacdo de Candida albicans. Pode-se observar no quadrante inferior esquerdo a
pigmentagdo produzida apos a assimilagéo de triptofano e exposi¢do a luz monocromaética. Fonte: Chakes
et al., 2008.

Existem genes de leveduras associados a degradacdo de Trp, como ARO8 e ARO9, que
codificam aminotransferases aromaticas, enzimas que participam da primeira etapa do catabolismo
de Trp via indoloilpiruvato (PANOZZO et al., 2002; OHASHI et al., 2017). Segundo Ohashi et al.
(2017), estas enzimas reduzem os efeitos toxicos de alguns metabdlitos de Trp, permitindo a sua
conversdo em metabdlitos menos citotoxicos. CHEN; FINK (2024) demostram que metabolitos
gerados por essas enzimas, como triptofol e tirosol, que também fazem parte do quérum-sensing
do fungo, estdo correlacionados com crescimento, morfogénese e biofilme. Estes dados
demonstram que possivelmente o triptofano tém correlacdo com a viruléncia de leveduras.

Em um cenéario de dishiose causado por quimioterapicos citotoxicos, por exemplo, a
microbiota pode deixar de metabolizar alguns nutrientes, como o triptofano. Uma vez que ocorre a
disbiose do trato gastrointestinal por conta do uso de quimioterapicos, o hospedeiro fica sujeito a
mucosite e lesdes no intestino. Um estudo feito em camundongos mostrou que o tratamento com
metabolitos de triptofano, gerados pela microbiota indigena melhora as fun¢des da barreira
epitelial, limitando lesdes e inflamagdes intestinais (SHIMADA et al., 2013; SWIMM et al., 2018;
ALEXEEV et al., 2018, BATISTA, 2023).

BATISTA, 2023, mostrou em um modelo de mucosite induzida por 5-FU que a
concentracdo de triptofano e metabolitos derivados é alterada no tecido intestinal destes animais,
apresentando também uma disfuncéo epitelial intestinal, sendo possivel detectar mudancas nas

concentracgdes de triptofano e seus metabdlitos também no plasma dos animais com mucosite. Alem
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disso, também foi observado uma alteragdo na microbiota fecal dos animais tratados com 5-FU,
onde o sequenciamento de 16S mostrou que ap6s a quimioterapia, 0s animais apresentaram
alteracdes estruturais da microbiota fecal (BATISTA, 2023). Estes dados sugerem que 0S
tratamentos com quimioterapicos interferem diretamente no metabolismo de triptofano pela
microbiota intestinal e pelo epitélio intestinal, deixando assim o triptofano disponivel para outros
microrganismos.

No entanto, o papel do metabolismo de triptofano por C. albicans no contexto de
quimioterapia ndo é completamente descrito. Resultados anteriores de outros grupos sugerem que
a quimioterapia ou radioterapia prejudicam o catabolismo do triptofano pela microbiota intestinal
(SWIMM et al., 2018, BATISTA, 2023), e que o metabolismo alterado do triptofano também é
encontrado em pacientes hematoldgicos favorecendo um maior risco de infec¢do flngica invasiva
(COSTANTINI et al., 2021), aumentada durante a inflamacéo intestinal (AGUS et al., 2018). Esses
achados nos levam a supor que a alteragcdo do metabolismo do triptofano durante a quimioterapia
permitiria que C. albicans metabolize esse aminoacido, favorecendo sua viruléncia e infecgdo

oportunista pelo fungo.
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2 JUSTIFICATIVA

Candida albicans possui uma variedade de fatores de adaptacdo e viruléncia, como
respostas robustas ao estresse, polimorfismo e rapida adeséo aos tecidos do hospedeiro os quais,
dentre outras caracteristicas, explicam seu sucesso como microrganismo comensal e como
patdégeno (SWIMM et al., 2018; COSTANTINI et al., 2021). A capacidade de utilizar diversos
nutrientes e se adaptar as mudancas ambientais recebe o nome de plasticidade metabolica, sendo
esta uma outra adaptacdo fundamental do patégeno ao interagir com o hospedeiro (AGUS et al.,
2018). A composicdo e oferta nutricional difere significativamente nos diversos nichos do
hospedeiro habitados por C. albicans e, frequentemente os acgucares sdo limitados nestes ambientes
(MAYER et al., 2013). Para tanto, fontes alternativas de nutrientes como lipidios, acidos organicos
e aminoacidos sao exploradas por C. albicans.

Uma grande variedade dos tecidos do hospedeiro é rica em aminoécidos e peptideos
acessiveis, e C. albicans possui multiplos mecanismos de utilizagdo destes, como secrecdo de
proteases, transportadores de oligopeptideos e permeases de aminoacidos (AAPs) (MOYES et al.,
2016). Alguns estudos demostram o papel de alguns sensores e fatores de transcricdo como ssyl e
stp2, respectivamente, para a captacdo de aminoacidos em C. albicans e estes também estdo
correlacionados com a expressdo de algumas AAPs como, gnpl (VYLKOVA; LORENZ, 2014,
KRAIDLOVA et al., 2016; MIRAMON; LORENZ, 2016; GARBE et al., 2022). Assim 0s
aminoacidos ndo servem somente para a biossintese de proteinas, mas também como uma valiosa
fonte de nitrogénio e carbono, e ainda, afetam diretamente a viruléncia fungica de varias maneiras,
por exemplo, através da inducdo de filamentacdo (DUNKER et al., 2021).

Como ja citado anteriormente, em um processo de mucosite, é possivel que nutrientes como
o triptofano, se tornem disponiveis e possam ser usados como fontes nutricionais alternativas por
C. albicans, tendo impacto direto na viruléncia do fungo, bem como no seu processo de infec¢éo e
intensificacdo dos danos a mucosa. Os modelos de investigacao in vivo sdo uma boa ferramenta
para estudos com microrganismos. Existem diversos métodos de experimentacao para simular as
infecgdes por microrganismos (ARVANITIS et al., 2013; LIONAKIS et al., 2017). Recentemente,
0s experimentos in vivo com fungos vém crescendo em utilizacdo, avaliando principalmente a
patogenicidade e interacdo fungo-hospedeiro (BINDER; MAURER; LASS-FLORL, 2016; DAI et
al., 2018; SA et al., 2018). O entendimento das diversas infeccdes fingicas pode ajudar a esclarecer
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novos alvos de terapia e levar ao desenvolvimento de agentes antifungicos mais eficazes.
Camundongos séo os modelos mais utilizados para estudar infec¢des por fungos, isto se da devido
as semelhancas fisiologicas e imunoldgicas com seres humanos, entre outras caracteristicas
(ARVANITIS et al., 2013; XU et al., 2019).

O tratamento com 5-Fluorouracil (5-FU) descrito por BATISTA, 2023, induz a mucosite
intestinal em camundongos com um pico 5 dias apos tratamento e uma melhora 8 dias apds
tratamento. Além disso, causa alteracfes estruturais na microbiota intestinal dos animais, gerando
mudangas nas concentracdes de triptofano e seus metabolitos no tecido intestinal.

Diante do exposto, este trabalho busca esclarecer se e como o metabolismo de triptofano
por C. albicans no modelo de mucosite intestinal induzida por quimioterapicos pode afetar a
viruléncia deste fungo e facilitar o processo de infeccdo oportunista da mucosa e disseminagédo
sistémica. Assim, acredita-se que, o triptofano favoreca a filamentacao da C. albicans, levando ao

agravamento da mucosite e posteriormente 6bito dos animais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se metabolismo de triptofano influéncia na viruléncia de Candida albicans e seus

impactos durante a infecdo oportunista apos quimioterapia em camundongos.

3.2 Especificos

1. Avaliar a susceptibilidade de animais tratados com 5-fluorouracil a infeccdo por C.
albicans;

2. Determinar a carga flngica nas fezes, trato gastrointestinal, figado e rim de camundongos
tratados com 5-fluorouracil e infectados com linhagens selvagens de C. albicans;

3. Investigar se camundongos tratados com 5-fluorouracil e infectados com C. albicans
apresentam translocacédo bacteriana do trato gastrointestinal para o figado.

4. Avaliar se o tratamento com anfotericina B ou farmacos antibacterianos protegem
camundongos que receberam quimioterapia da morbidade causada pela exposicdo a C.
albicans.

5. Avaliar se ha alteracdes da disponibilidade de triptofano no trato gastrointestinal de animais
submetidos a quimioterapia com 5-FU.

6. Avaliar se diferentes concentracdes de triptofano interferem no crescimento de C. albicans
em meio contendo outras fontes de nitrogénio;

7. Averiguar se a disponibilidade de triptofano interfere na formacdo de biofilme,
filamentacdo, atividade respiratoria e producdo de proteases por C. albicans;

8. Comparar o efeito de triptofano e tirosina, outro aminoécido aromatico, no crescimento e
na filamentacéao de C. albicans;

9. Avaliar como a disponibilidade de triptofano interfere no crescimento e na filamentacao de

linhagens de C. albicans mutantes para captagdo de aminoacidos;
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10. Determinar se linhagens mutantes para a captagdo de aminoéacidos hiporresponsivas ao
triptofano sdo menos virulentas que as linhagens selvagens no modelo de infec¢do apos

quimioterapia, avaliando os mesmos parametros dos objetivos 1-3.
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4 METODOLOGIA

4.1 Meios de cultivo

Foram utilizados dois caldos de cultivo para os experimentos: como cultivo padrdo para
fungos, caldo Sabouraud dextrose 2% (Caldo SD), e cultivo com meio quimicamente definido,
caldo Synthetic Low-Dextrose (Caldo SLD) (0,17% YNB sem aminoacidos e sulfato de amonio,

sulfato de aménio 0,5% e dextrose 0,1%) [20].

4.2 Manutencao e preparo de indculos das linhagens de Candida albicans

As cepas selvagens (WT) de Candida albicans SC5314 e BSC1 utilizadas foram
originalmente isoladas de pacientes com infeccdo da corrente sanguinea (HERSKOWITZ, 1988;
KRAIDLOVA et al., 2016). As cepas mutantes de C. albicans, Astp2 (VYLKOVA; LORENZ,
2014), Assyl (MIRAMON; LORENZ, 2016), Agnpl (GARBE et al., 2022), deficientes na absorcéo
de aminodcidos, bem como as respectivas linhagens complementadas, foram gentilmente
fornecidas pelo Dr. Michael Lorenz da Universidade de Texas Health Houston. As linhagens de C.
albicans foram cultivadas em caldo SD a 37°C por 18-24 horas antes de cada experimento. Para o
preparo do indculo, a cultura de C. albicans foi centrifugado a 8.000 RPM por 10 min. O sedimento
foi entdo lavado com PBS 1x estéril e centrifugado novamente. Apés, o sedimento foi
ressuspendido em 5 mL de PBS. Os in6culos foram ajustados com auxilio de uma camara de
Neubauer, assim foram utilizados inéculo de 1 x 108 células/mL para experimentos in vitro e 1 x

107 células/mL para experimentos in vivo.

4.3 Curva de crescimento de Candida albicans em diferentes concentragdes de triptofano

Para esta avaliacdo, foi utilizado uma placa de 96 pocos. Assim, foram distribuidos 100 pL
de caldo SLD e em seguida 100 pL de triptofano (Trp) e/ou tirosina (Tyr) e feita uma diluicéo
seriada obtendo-se as seguintes concentra¢fes 160 pg/mL, 80 pg/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL e 10
pg/mL, consecutivamente. Apos, foi adicionado 100 pL do inoculo de C. albicans em cada pogo

contendo Trp e ou Tyr. Para este ensaio foram utilizadas as linhagens SC5314 e BSC1. As placas
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foram mantidas a temperatura de 37°C por 24 horas, sendo feita uma leitura em espectrofotdmetro
em 600nm a cada hora. Como controle, foram usados pogos contendo apenas a levedura com SLD.

4.4 Ensaio de formacao de biofilme por Candida albicans em diferentes concentracgdes de

triptofano

O mesmo desenho do experimento descrito no item 4.3 foi utilizado para este. As placas
foram incubadas por 6 e 24 horas a 37°C. Apds o tempo de incubacdo, o sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado e 0s pocos lavados duas vezes com PBS-Tween (0,05% de Tween 20 em
PBS). Subsequentemente, os pocos foram cuidadosamente lavados com 100 puL de metanol 100%
a 4°C. Apos a secagem das placas, uma aliquota de 100 pL de cristal violeta a 0.3% foi adicionada
em cada poco. Apdés 20 minutos, a solucdo corante foi aspirada e os pogos foram lavados duas
vezes com agua destilada estéril. Por fim, 150 uL de uma solucdo de &cido acético a 33% foi
adicionado em cada po¢o. Ap6s 30 segundos, o volume foi, entdo, transferido para uma nova placa
de 96 pocos de fundo chato, para obtencéo da absorbancia a 600 nm em um espectrofotémetro para
quantificar a biomassa destes biofilmes.

Para a quantificacdo de atividade metabolica dos biofilmes foi utilizado o ensaio
colorimétrico de redugdo do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide - Invitrogen™). Foi utilizado o mesmo protocolo experimental com incubacgdes de 1, 3, 6
e 24 horas. Apos a incubacdo o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e adicionado 100 pL de
MTT (5mg/mL) e incubados por 3 horas a 37°C ao abrigo da luz. Apds esse periodo, a solucdo de
MTT foi cuidadosamente removida dos pocos, e foi adicionado 100uL de DMSO (Sigma-Aldrich).
Finalmente, a placa foi lida com auxilio de um espectrofotdmetro a 550nm.

4.5 Ensaio de filamentagdo de Candida albicans em diferentes concentragdes de triptofano

Para esse ensaio, 0 inoculo fungico foi cultivado na presenca e auséncia de Trp e/ou Tyr
em diferentes concentragdes (160 pug/mL, 80 pg/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL e 10 pg/mL) em caldo
SLD. Apo6s 1, 3, 6 e 24 horas de incubacdo, aliquotas de 10 pL cultura foram coletadas para

quantificacdo de tubo germinativo e pseudohifas (como parametros de filamentacdo) e
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blastoconideos com auxilio da cAmara de Neubauer. Os resultados foram ajustados e expressos em
porcentagem.

4.6 Ensaio para avaliar o comprimento da hifa de Candida albicans na presenca de triptofano

Para este ensaio foi seguida a metodologia descrita no topico 4.5 com altera¢@es. Assim foi
utilizado apenas a concentracdo de 160 pg/mL de Trp e/ou Tyr. Apés 6 e 24 horas de incubacéo,
aliquotas de 10 pL foram coletadas e levadas a camara de Neubaaer e observadas ao microscopio
LEICA 480, onde foram feitas capturas de de 10 campos com a mesma calibragdo. As imagens

foram levadas ao aplicativo ImageJ e comprimento de 50 hifas foi aferido.

4.7 Ensaio para avaliacdo da morfologia da colonia de Candida albicans na presenca de

triptofano

Para esse ensaio utilizou-se placas de Petri contendo &gar SLD adicionado ou ndo de
triptofano a 160 pg/mL. Aliquotas de 10 pL do inéculo foram adicionadas a superficie do meio de
cultura, a placa foi mantida de forma estatica até que a gota secasse por completo. Apds foi
incubado em cadmara Umida a 37°C por 4 dias.

4.8 Ensaio de producdo e quantificacdo de proteases por Candida albicans em diferentes

concentracdes de triptofano

Inéculos iniciais na concentragdo de 1 x 10° células/mL de C. albicans foram incubados em
diferentes concentracdes de Trp (160 pg/mL, 80 pug/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL e 10 pg/mL) em
caldo SLD, em microplacas de 96 pogos a 37°C por até 24 horas. Com 1, 3, 6 e 24 horas de
incubacdo as placas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min. O Sobrenadante foi entado
coletado e homogeneizado com 200 pL de BSA (Bovine Serum Albumin) estéril a 1% e incubado
a 37°C por 3 horas. Finalmente, apos a incubagdo a reagdo proteolitica foi avaliada com auxilio de
um teste colorimétrico (Kit Albumina Monoreagente da Bioclin) conforme instrucGes do fabricante

e lida em espectrofotdometro em OD a 630 nm.
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4.9 Animais experimentais

Para os experimentos in vivo foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6j selvagens
entre 7-8 semanas de idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os animais foram alojados em microisoladores (Alesco) autoclavados com cama de
maravalha estéril, e com livre acesso a ragdo e agua filtrada, sendo armazenados em estantes
ventiladas individualmente e com temperatura controlada (23°), localizada em uma sala com ciclo
claro/escuro de 12 horas. Os procedimentos experimentais com animais propostos neste estudo
foram submetidos ao comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CEUA) e aprovados
sob 0 nimero de protocolo 84/2022 e 275/2023.

4.10 Estratégia experimental e parametros avaliados

Candida albicans I\‘l. lJ / \

10" células/mL ’ 5-Fluorouracil 75 Fim do Retirada da
A € tratamento edrada
gua de mg/kg i.p. com 5-FU C. albicans

TTT T

(_ ]
Dia 0 Dial Dia 3 Dia 5 Eutanasia
| Troca de I
inoculo
diariamente

Figura 10 — Protocolo experimental para avaliacdo da infeccdo oportunista por Candida albicans.
Determinagdo do modelo usado para inducdo da mucosite com 5-FU, colonizagdo e posterior infeccéo
oportunista por C. albicans. Fonte: Préprio Autor (Criado em biorender.com), 2022.

Nos varios experimentos realizados conforme o desenho experimental demostrado na figura
10, foram analisados diversos parametros. Antes do inicio do tratamento com quimioterapico (Dia
1), os camundongos foram pesados para determinar, posteriormente, a variagdo de peso corporal
em momentos estabelecidos. Nos tempos previstos, também foram coletadas amostras de fezes
para avaliacdo do escore clinico e cultivos em meios de cultura. Um dia antes do tratamento com

5-FU (Dia 0), os animais receberam as linhagens de Candida albicans em sua agua de beber para
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a colonizacdo, sendo este inoculo renovado diariamente e sendo retirado no Dia 5 apds inicio do
tratamento com quimioterdpico. As anélises subsequentes procederam a partir de amostras obtidas
apos a eutanasia. O sangue foi coletado para contagem de leucdcitos totais. Fragmentos do
estdmago, intestino, ceco, coldn, figado e rim foram destinados para determinacdo da carga fungica
e/ou bacteriana, bem como anélise histopatoldgica. Os parametros que foram avaliados estdo
detalhados a seguir:

i. Taxa de sobrevivéncia, monitorada diariamente por 21 dias apds o inicio da colonizacéo
por C. albicans;

ii. O escore clinico dos animais, analisados de acordo com a consisténcia e a presenca de
sangue oculto nas fezes, perda de peso corporal e sinais de morbidade;

iii. A carga fungica e/ou bacteriana nas fezes, estbmago, intestino, ceco, coldn, figado e rim;

iv. A histopatologia do intestino delgado, avaliados para determinar a leséo tecidual apos a
infeccdo;

411 Tratamentos
4.11.1 Quimioterapia
O protocolo de indu¢do da mucosite intestinal com o quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU)

consistiu em uma dose diéria de 75 mg/kg administrada durante 3 dias consecutivos pela via
intraperitoneal (i.p.). Foram utilizados animais como controle negativo, sendo administrado PBS
estéril pela via i.p. nos animais deste grupo.
4.11.2 Antimicrobianos

O tratamento com antimicrobianos, anfotericina B (AMB), vancomicina (VAN) e imipeném

(IMP), foi feito via i.p. A AMB teve inicio no 4° dia do protocolo experimental de mucosite em

doses diarias de 1mg/kg, e finalizou no 6° dia do protocolo. Para VAN e IMP o tratamento também
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foi feito via i.p. com doses de 12mg/kg a cada 12 horas com inicio no 4° dia do protocolo

experimental e finalizando no 6° dia do protocolo experimental.

4.12 Infeccdo experimental por Candida albicans

A obtencdo do indculo seguiu-se como descrito no tépico 4.2. Assim, uma suspencdo de
1 x 107 células de C. albicans foi preparada em 50 mL de agua filtrada autoclavada e dada aos
animais (Dia 0). Esse procedimento foi repetido diariamente até o dia 4 pds tratamento com 5-FU.
O indculo foi retirado no dia 5 pos tratamento e 0 animais receberam uma nova garrafa de agua
filtrada autoclavada sem acréscimo do indculo. Tanto grupos que receberam quimioterapia quanto

grupos que receberam PBS foram expostos ao indculo de C. albicans.

4.13 Determinacao do escore clinico apds infec¢do por Candida albicans

A anélise do escore clinico dos animais foi baseada na consisténcia fecal (0= normal, 1=
pastosa ou 2= liquida) e presenca de sangue oculto nas fezes (0= ausente, ou 2= presente), por meio
do teste colorimétrico usando o reagente de Meyer e posterior adi¢do de peroxido de hidrogénio a
3%, que permite avaliar a atividade de peroxidade eritrocitéaria. A reacdo foi lida com auxilio de
um espectrofotdmetro a 540 nm;

Também foi feita avaliacdo da perda percentual de peso corporal (0= perda de até 5% do
peso corporal, 1= perda de até 10% do peso corporal, 2= perda de até 15% do peso corporal, 3=
perda de até 20% do peso corporal e 4= perda de peso corporal superior a 20%) e de sinais de
morbidade (0= sem sinais de morbidade, 1= pelos arrepiados, 2= pelos arrepiados e postura

arqueada e 3= pelos arrepiados, postura arqueada e inatividade).

4.14 Carga fungica e bacteriana

Para essa avaliagdo foram feitas eutanésias no dia 5 e 8 p6s tratamento com 5-FU, os 6rgéos

foram retirados assepticamente para avalicdo da carga fangica e/ou bacteriana (Figura 11).
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Figura 11 — Esquematizacdo do processo para analise de carga fangica e/ou bacteriana. Fonte:

Préprio Autor (Criado em biorender.com), 2022.
4.14.1 Avaliacdo da carga fungica e/ou bacteriana nos 6rgaos

Ap0s a eutanasia dos animais, foram retiradas partes do estbmago, intestino delgado, ceco,
colon, figado e rim para indculo em agar SD acrescido de gentamicina 0,1 mg/L e vancomicina
0,01 mg/mL para determinacdo da carga fungica. Para a quantificacdo de bactérias do género
Enterococcus e Staphylococcus foi utilizado o agar diferencial bile esculina acrescido de nistatina
1 mg/mL. Para tanto, os 6rgaos foram homogeneizados a uma proporcao de 100mg/ml em solucao
PBS estéril, diluidos serialmente em PBS, e aliquotas de 10uL das dilui¢cdes foram utilizadas para
plagueamento, em microgotas em triplicata. Todas as placas foram mantidas a 37°C por até 48
horas. Este mesmo processo foi realizado para plagueamento do figado em agar BHI acrescido de

nistatina para quantificacdo de bactérias totais.

4.14.2 Avaliacdo da carga fungica e/ou bacteriana nas fezes
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As fezes foram coletadas em tempos determinados. Todo o material colhido foi
previamente homogeneizado a uma propor¢do de 100mg/ml em PBS estéril. Em seguida, foram
feitas diluicbes seriadas e trés aliquotas de 10uL de cada diluicdo foram plaqueadas em &gar
sabouraud dextrose acrescido de gentamicina 0,1 mg/L e vancomicina 0,01 mg/mL para
determinacdo da carga fungica e em agar diferencial bile esculina acrescido de nistatina 1 mg/mL
para quantificacdo de bactérias do género Enterococcus e Staphylococcus. As placas foram

mantidas a 37° por 48h para a posterior contagem de UFC.

4.14.3 Anélise de sequenciamento metagenémico

Foi extraido o DNA fecal com auxilio do kit Quick-DNA Fcal/Soil Microtube 96 (
ZymoResearch, Irvine, CA). Em seguida, as regides V3-V4 do RNA ribossomo mal 16S foi
amplificada pelo sequenciador MiSeq Illumina, seguindo o protocolo Earth Microbiome Project
com alteracbes (VERSCHUREN et al., 2018). Para tanto, foi utilizado o espaco do CELAM
(Centro de Laboratdrios Multiusuarios) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

Apobs o sequenciamento da regido 16S do rRNA, foram obtidas sequencias no formato fastq e
estas, foram analisadas usando o software QIIME2 (2021.2) (BOLYEN et al., 2018). As sequéncias
foram demutiplexadas e filtradas por qualidade através do método Dada2, utilizando os parametros
padrdes do QIIME2 para detectar e corrigir os dados gerados a partir do sequenciamento Illumina,
sendo gerada uma tabela de artefatos QIIME 2, tabela de OTU (Operacional Taxanomic Unit) ou
arquivo BIOM. Em seguida, foram removidos os quimeras e as OTUs foram que representaram
mais de 0,005% do nimero total de reads foram mantidas (BOKULICH et al., 2013). As OTUs
foram entdo catalogadas com auxilio do banco de dados referencia 16S silval38 (QUAST et al.,
2013). Finalmente, os dados gerados foram carregados na biblioteca Phyloseq (1.34.0) do R, na

qual foram feitas analise estatisticas e de abundancia taxondmica.

4.14.4 Razdo Metabdlitos/Triptofano

A quantificacdo de de triptofano e seus metabolitos foi realizada segundo o protocolo
descrito por BATISTA, 2023. Resumidamente, a aquisi¢ao foi feita no sistema UPLC-MS/MS
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ACQUITY Ultra Performace LCTM, Waters, composto por bomba binéria, amostrador
automatico, degasser em linha e detector de arranjos de diodo (DAD) e espectrdmetro de massa
ACQUITT TQ, Waters, Milford, Massachusetts, EUA, equipado a fonte de ionizacdo por
electronspray — Z-spary (ESI) e analisador triplo quadrupolo. Os cromatogramas e espectros foram
obtidos e processados de forma online utilizando o software Mass LynxTM (4.1, Waters). Apds a
obtencgéo de dados, tanto no intestino quanto no plasma dos animais, foi feita uma razdo entre os
Metabolitos detectados, KYN, I3S, lald e 1AA, e triptofano.

4.15 Andlise histopatoldgica

Com finalidade de avaliar a lesdo e a invasdo tecidual e morfologia da Candida albicans
apos infeccgdo, o intestino delgado dos animais foi removido e fixado em formol tamponado a 10%
pelo periodo de 48h. Depois da fixacdo, os 6rgdos foram desidratados gradualmente em etanol,
embebidos em parafina, cortados, fixados em laminas histoldgicas e corados com H&E
(Hematoxilina e Eosina).

Para a andlise histopatologica, as laminas foram examinadas com auxilio de um
microscopio 6tico. O escore histopatolégico foi determinado de acordo com os parametros a
seguir: Infiltrado inflamatério: O - ausente; 1 - leve; 2 - moderado; 3 — intenso; 4 — muito intenso.
Criptas: 0 — sem alteracOes; 1 — perda parcial da arquitetura; 2 — perda total da arquitetura. Células
caliciformes: 0 — sem alteracdes; 1 — reducdo/auséncia. Edema: 0 — ausente; 1 — presente; Erosdo:
0 —ausente; 1 — presente; 2 — erosdo com ulceragdes; 3 — ulceracdes. Hemorragia: 0 - ausente; 1 —
moderada; 2 — intensa. Hiperemia: 0 — ausente; 1 — presente. Apds avaliacdo destes parametros, €
feito um somatdrio de todos e classificado o escore histopatolégico como Ausente: 0 —1; Leve: 1
— 4, Moderado: 4 — 7 e Severo: 7- 13.

4,16 Analise estatistica

Para avaliacdo dos dados obtidos in vitro, foi aplicado o teste Andlise de variancia
(ANOVA) Two-Way seguido pelo teste de Tukey, para comparacdo de média entre 0s grupos e
diferentes temos avaliados. Para analise dos dados in vivo, foi aplicado o teste ANOVA Two-Way
para todas a amostras obtidas, seguido pelo teste de Tukey para os dados de escore clinico, peso e
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carga microbiana nas fezes. Para carga fungica e bacterianas nos 6rgdos do trato gastrointestinal,
figado e rim também foi aplicado o teste de ANOVA Two-Way seguido pelo teste de Sidak. Foi
considerado valor de p < 0,05 como diferenga estatistica entre os grupos. As curvas de sobrevida
foram comparadas usando o teste de Log-rank. Foi utilizado o software GraphPad Prism 8.1 para

confec¢do dos graficos e analises estatisticas.
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5 RESULTADOS

5.1 Candida albicans coloniza o trato gastrointestinal dos camundongos em quimioterapia e

acentua o quadro de mucosite intestinal induzida por 5-FU

Inicialmente, nos propusemos a padronizar um modelo de infec¢do gastrointestinal por C.
albicans em animais tratados com 5-FU, mimetizando o que acontece em pacientes submetidos a
quimioterapia antineoplasica. Para isso, 0s animais foram expostos ao indculo de C. albicans na
agua de beber e submetidos o protocolo de quimioterapia previamente padronizado por BATISTA
2023. Foram utilizados grupos expostos a linhagens diferentes de C. albicans, SC5314 ou BSC1.
Apbs o tratamento com o quimioterapico 5-FU, os animais foram monitorados a cada dois dias
para avaliagdo da evolugdo ponderal, dos sinais clinicos, e da taxa de sobrevida e determinacéo da
carga fungica nas fezes.

Os resultados da figura 12 mostraram que 0s grupos que foram expostos a C. albicans
apresentaram carga fungica fecal semelhantes, independentemente de receberem ou ndo a
quimioterapia (Figura 12 A e B). Para SC5314 foi possivel observar um aumento gradativo da
carga fangica que enquanto os animais estavam expostos ao indculo de C. albicans, e, apds a
retirada do indculo, a carga fungica teve uma reducéo significativa no 8° dia sem relagédo ao 1° dia
para ambos os grupos analisados (Figura 12 A). Para a linhagem BSC1 a carga fungica também
apresentou aumento gradativo até o 5° dia assim como visto pra SC5314. Por outro lado, a carga
fangica tem uma reducédo acentuada, principalmente no grupo sem quimioterapia. J& no grupo que
recebeu 5-FU apds exposic¢do ao indculo de BSC1 existe um aumento significativo da carga fingica
fecal no 10° dia (Figura 12 B).

Apesar da colonizacdo eficiente pelas linhagens de C. albicans, os animais que receberam
apenas C. albicans ndo apresentaram perda de peso (Figura 12 C e D), escore clinico elevado
(Figura 12 E e F) ou mortalidade (Figura 12 G), quando comparados ao grupo PBS (Veiculo),
demonstrando que camundongos saudaveis ndo manifestam doenca apds exposicao a C. albicans.

Quanto aos parametros avaliados para escore clinico, foi observado que os animais que
receberam quimioterapia e C. albincans apresentaram uma acentuacdo da mucosite, sendo isso

demostrado em animais expostos a ambas as linhagens, porém com uma acentuacéo mais tardia no
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grupo 5-FU+BSC1 (Figura 12 A-D). Assim, animais que receberam 5-FU apresentaram perda de
peso e alteracBes clinicas com pico no 5° dia do protocolo experimental e remissdo destas alteracdes
a partir do 8° dia do protocolo experimental, como previamente encontrado por BATISTA (2023).
Em contrapartida, animais expostos ao fungo e que receberam quimioterapia apresentaram
agravamento da perda de peso e do escore clinico a partir do oitavo dia do protocolo experimental.

Dentre os animais que receberam apenas quimioterapia foi registrada uma taxa de sobrevida
de 60%. Ja os grupos que receberam quimioterapia e C. albicans tiveram mortalidade de 100%,
iniciando no 5° dia apds tratamento, para SC5314, ou no 10° dia apos tratamento, para BSCL,
mostrando uma maior susceptibilidade a quimioterapia quando comparado aos camundongos que
receberam apenas quimioterapia (Figura 12 G).

Levando esses resultados em conta, um novo experimento foi realizado de modo a
conduzir-se a eutanasia dos animais dos diversos grupos no 5° e 8° dia do protocolo experimental
para coleta de amostras para avaliacdo da contagem de leucdcitos circulantes, parametro que aufere
o efeito mieloablador da quimioterapia nos diferentes grupos, e da disseminagédo de C. albicans
pelo TGI e sistemicamente.

Quanto a contagem de leucdcitos totais no sangue periférico, foi possivel observar uma
leucopenia, em animais que receberam apenas 5-FU, bem como em animais expostos a C. albicans,
com ou sem associacdo a quimioterapia (Figura 13 A e B). Quando observado a contagem dos
grupos com C. albicans no 5° e 8° nota-se uma sutil queda na média de células circulantes em
animais expostos a qualquer uma das duas linhagens. Assim todos os grupos analisados tiveram

diferenca em relacdo ao controle, mas ndo entre si.
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De forma semelhante a carga fungica nas fezes, quando avaliada a carga fangica em
diversos tecidos dos animais que receberam o indculo de C. albicans e tratados ou ndo com
5-FU foi possivel observar a permeéncia do fungo em dois tempos avaliados, 5 e 8 dias apds
tratamento com quimioterapico. Notavelmente, a média entre os grupos expostos a C.
albicans e os grupos tratados com 5-FU e expostos a C. albicans foi semelhante em varios
tecidos do trato gastrointestinal (Figura 14 e 15). Ainda, em animais infectados com qualquer
uma das linhagens foi possivel notar disseminacdo de C. albicans para 6rgdos remotos
(especialmente o rim) apenas no quinto dia do protocolo experimental, sugerindo assim uma
infecdo sistémica, porém transitoria (Figuras 14 e 15).

Para os animais expostos a SC5314 foi possivel observar uma maior carga fangica no
ceco e colon, 8 dias ap6s o tratamento com quimioterapico em relagcdo ao grupo que nédo
recebeu 5-FU (Figura 14 C e D). Assim animais que apenas receberam SC5314 tiveram a
carga fungica reduzida nestes tecidos no oitavo dia do protocolo experimental. De maneira
importante, houve recuperacdo de C. albicans nos rins dos animais expostos ao inoculo de
SC5314 com ou sem quimioterapia, no 5° dia do protocolo experimental, mas nao no figado)
(Figuras 14 E e F).

A linhagem BSC1 também foi capaz de colonizar o TGI de animais com e sem
mucosite, por outro lado a recuperacdo de fungos no tecido foi consideravelmente baixa 8
dias apds tratamento com quimioterdpico. Assim em todos os tecidos avaliados a maior
recuperacdo e retencdo de C. albicans foi no 5° dia do protocolo de avaliacdo (Figura 15).
Assim o ileo foi o Unico 6rgdo do TGI que apresentou diferenca entre 0s grupos com e sem
quimioterapia (Figura 15 B). Houve também recuperacdo de carga fungica nos rins apenas
dos animais que receberam quimioterapia, no quinto dia do protocolo experimental (Figura
15F).
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Figura 14 — Carga fungica em diferentes tecidos dos animais colonizados com C. albicans SC5314 com e
sem mucosite em dois tempos de avaliacdo. Foram feitas eutanésias no 5° e 8° dia ap6s inducéo da mucosite
afim de determinar a carga fangicas no trato gastrointestinal, figado e rim dos animais. Para essa avaliacdo, 0s
tecidos foram homogeneizados em salina 0,9 e semeados em agar sabouraud. Foram aplicados os testes
ANOVA Two-Way seguido de Sidak. *: diferenga em relacéo ao dia 5. #: diferenca entre 0s grupos comparados
no mesmo dia. (N=9-13) A- Carga fungica no estomago; B- Carga fingica no ileo; C- Carga flngica no ceco;
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Figura 15 - Carga fungica em diferentes tecidos dos animais colonizados com C. albicans BSC1 com e
sem mucosite em dois tempos de avaliacdo. Foram feitas eutanasias no 5° e 8° dia apds inducdo da mucosite
afim de determinar a carga fungicas no trato gastrointestinal, figado e rim dos animais. Para essa avaliagdo, 0s
tecidos foram homogeneizados em salina 0,9 e semeados em agar sabouraud. Foram aplicados os testes
ANOVA Two-Way seguido de Sidak. *: diferenca em relagdo ao grupo que ndo recebeu quimioterapia. (N=4)
A- Carga fangica no estomago; B- Carga fungica no ileo; C- Carga flingica no ceco; D- Carga fungica no célon;
E- Carga fungica no figado; F- Carga fangica no rim.
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5.2 A colonizagéo por C. albicans acentua a lesdo intestinal e altera a microbiota fecal

de camundongos com mucosite induzida por 5-FU

Até entdo, foi observado que a C. albicans, independente da linhagem testada, agrava
a condicdo clinica dos camundongos em quimioterapia e isso estd associado a colonizagdo
mais duradoura do trato gastrointestinal, incluindo o ileo e infecgdo sistémica pelo fungo.
Por isso, 0s proximos resultados serdo apresentados apenas para a linhagem SC5314.

Foram, entdo, conduzidos experimentos para examinacao histologica do ileo, tecido
alvo da mucosite intestinal. Quanto aos animais que receberam apenas C. albicans, ndo se
detectou qualquer dano ao epitélio intestinal, caracterizando um escore histoldgico ausente,
semelhante aos animais que receberam apenas PBS (Figura 16 A, C e E). Foi possivel
observar um maior dano ao epitélio intestinal nos animais que receberam gquimioterapia de
C. albicans no 5° dia ap6s inducdo da mucosite intestinal, graduado como um escore
histol6gico moderado. Neste grupo, foi notoria a degradacdo das vilosidades intestinais, com
diminuicdo do seu tamanho e indicios de ulceracdes. Ademais, a vilosidades intestinais
apresentaram células vacuolizadas, indicando apoptose celular (Figura 16 D e E). Ja nos
animais que receberam apenas quimioterapia, a alteracdes histoldgicas, como ja demonstrado
no modelo, apresentaram uma menor reducdo das vilosidades e menores danos ao epitélio
em comparacao ao grupo que recebeu 5-FU e C. albicans, apresentando também um escore
histolégico médio a moderado (Figura 16 B e E).

Quando avaliado os aspectos histoldgicos no 8° dia do protocolo experimental, é
observado uma melhora significativa em relacdo ao 5° dia do protocolo (dados néo
mostrados), ficando assim, a grande parte dos animais em todos 0s grupos com escore ausente
(Figura 16 F).
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Figura 16 — Avaliacao histolégica do ileo de animais submetidos ou ndo a mucosite intestinal. Apds protocolo
experimental descrito na Figura 17, o ileo dos animais foi coletado e processado histologicamente, apds o processamento
foram preparadas laminas com amostras do tecido e estas foram coradas utilizando o corante de hematoxilina e contra
corado com eosina (HE). Foram utilizadas a regiGes representativas de cada grupo para expressar a imagem. Ambas da
imagem foram adquiridas com auxilio de um microscopio LEICA DM500 calibrado no aumento de 40x. Foram aplicados
os testes ANOVA Two-Way seguido de Sidak. *: diferenca em relacdo ao grupo PBS. #: diferenga em relacéo ao grupo
5FU+SC5314. A- ileo do grupo submetido ao tratamento com veiculo (PBS) no 5° dia do protocolo experimental; B-
ileo do grupo submetido ao tratamento com 5-FU no 5° dia do protocolo experimental; C- ileo do grupo submetido ao
tratamento com SC5314 no 5° dia do protocolo experimental; D- ileo do grupo submetido aos tratamentos com 5-FU e
SC5314 no 5° dia do protocolo experimental; E- Escore histolgico de todos os grupos testados no 5° dia do protocolo
experimental (N=5). F - Escore histoldgico de todos os grupos testados no 8° dia do protocolo experimental (N=5). G-
Translocagdo bacteriana para figado de todos os grupos testados no 5° e 8° dia do protocolo experimental (N=10).
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As analises histologicas sugeriram uma potencial disfungéo epitelial e prejuizo da
funcdo de barreira intestinal nos animais expostos a C. albicans que receberam
quimioterapia. Assim, as proximas analises envolveram anélise da translocacédo bacteriana e
de composicdo da microbiota intestinal por sequenciamento de amplicon de bibliotecas do
gene do rRNA 16S.

O cultivo de amostras de figado em meio ndo seletivo demonstrou que a exposicéo a
C. albicans favorece a translocacdo bacteriana ja no 5° dia do protocolo experimental,
independentemente da quimioterapia. Animais que receberam apenas 5-FU ndo apresentam
carga bacteriana detectavel no figado nesse timepoint. No 8° dia do protocolo experimental,
todos o0s grupos, exceto o que recebeu apenas PBS, apresentaram carga bacteriana detectavel
(Figura 16 G).

O sequenciamento de DNA bacteriano da regido variavel do gene 16S da microbiota
fecal permitiu observar uma alteracdo da estrutura e composi¢cdo da microbiota induzida por
5-FU e exposicao ao inéculo de C. albicans. A alfa diversidade variou sutilmente entre os
grupos 8 dias apos inducdo da mucosite, sem mostrar alteracdo significativamente estatistica
Nos animais com mucosite e SC5314 foi possivel observar uma maior variacdo na riqueza e
uniformidade microbiana em 2 dos trés animais do grupo, quando comparado ao grupo
controle, Assim, o grupo 5-FU+SC5314 parece apresentar uma reducdo na diversidade da
microbiota fecal bacteriana, quando observados os indices de Shannon e Simpson (Figura 17
A). Quanto a beta diversidade, foi possivel observar dois grupamentos distintos, agrupamento
A: PBS e SC5314 e agrupamento B: 5-FU e 5-FU+SC5314, mostrando que a dissimilaridade
entre esses individuos é pequena (Figura 17 B).

Embora as alteragdes estruturais na microbiota parecam ser pequenas, 0S grupos 5-
FU ou 5-FU+SC5314 apresentaram uma notoéria alteracdo da composi¢do da microbiota e
distingdo das unidades taxonémicas microbianos (OTUs). A anélise de abundancia relativa
dos grupos no 8° dia do protocolo experimental permitiu observar uma reducgéo das familias
Muribaculaceae e Prevotellaceae nos grupos que receberam tratamento com 5-FU (B e D)
(Figura 18 A). A abundancia de familias bacterianas da microbiota do grupo que recebeu
apenas C. albicans (C) ndo variou de forma expressiva em relagéo ao controle (A). Quando
observado o grupo 5-FU+SC5314 (D), houve um aumento expressivo da familia

Bacteroidaceae e Akkermansiaceae, o que tambem foi observado no grupo apenas com 5-
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FU, porém de forma menos expressiva (Figura 18 A). Ainda em relacdo a abundancia, com
as analises foi possivel observar a distin¢do de 8 clusters distintos (Figura 18 B). Quando
observados os clusters 1, 2, 3 e 5, por exemplo, fica claro a alteracdo na abundéncia de
algumas OTUs da microbiota induzida pela quimioterapia com 5-FU em relacdo ao grupo
PBS. As OTUs dos clusteres 1, 2 e 5 estdo também mais abundantes no grupo 5-FU+SC5314
em relacdo aos grupos sem quimioterapia. O cluster inclui OTUs cuja abundancia estava
maior apenas em animais que receberam quimioterapia associada a infeccao, ao passo que o
cluster inclui OTUs que estavam mais abundantes apenas no grupo que foi exposto a SC5314.
Por fim, houve reducdo da abundancia de OTUs do clusteres 7 e 8 pela exposicdo a

quimioterapia ou ao fungo, quando comparado ao grupo que recebeu apenas PBS.
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Figura 17 — Tratamento com 5-FU leva a discreta alteragdo estrutural na microbiota fecal de
camundongos independentemente da exposicdo a C. albicans. As fezes dos camundongos foram coletadas
no 8° dia do protocolo experimental para analise da microbiota intestinal. Os dados foram obtidos através do
sequenciamento de DNA 16S. A- Alfa diversidade da microbiota fecal 8 dias ap6s indugdo da mucosite
intestinal (N=3-4); B- Beta diversidade da microbiota fecal 8 dias ap6s indugdo da mucosite intestinal (N=3-4).
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Figura 18 — AlteragBes na abundancia relativa de OTUs na microbiota dos animais submetidos ao
protocolo de quimioterapia po6s exposicdo a C. albicans. As fezes dos camundongos foram coletadas no 8°
dia do protocolo experimental para analise da microbiota intestinal. Os dados foram obtidos através do
sequenciamento de DNA 16S. A- Abundancia relativa demostrando as familias bacterianas (N=3-4); B-
Abundancia relativa de OTUs bacterianos com maior variagdo entre os grupos analisados (N=3-4).
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Algumas dessas OTUs puderam ser identificadas a nivel de género e a variacdo de
abundancia relativa aquela observada na microbiota de animais controle estd demonstrada na
figura 19. A quimioterapia com 5-FU leva a aumento da abundancia de Akkermansia,
Bacteroides, Helicobacter, e do grupo RC9 da familia Rickenellaceae, ao passo que levou a
reducdo de membros da familia Lachnospiraceae e Muribaculaceae (Figura 19 A). Em
contrapartida, a exposigdo a C. albicans levou a aumento da abundancia de géneros
Bacteroides e Alloprevotella, com queda da abundancia de Akkermansia, Helicobacter,
Muribacullum e de géneros da familia Rickenellaceae e Muribaculaceae (Figura 19 B). Em
contrapartida, a quimioterapia associada a exposi¢do a SC5314 levou a aumento relativo de
Allistipes, e géneros da familia Enterobacteriaceae e Peptostreptococcaceae, além dos
aumentos de Bacteroides e quedas de Alloprevotella e de géneros da familia Muribaculaceae
(Figura 19 C). Estes dados sugerem que este grupo apresenta uma composi¢do de microbiota
alterada em relacéo aos demais grupos experimentais.

Apos demonstracdo de que a exposicao a C. albicans induz alteracdo da microbiota
intestinal e translocacdo bacteriana em camundongos com mucosite induzida por 5-FU, foi
feita uma contagem diferencial de bactérias do género Enterococcus e Staphylococcus,
comumente encontradas em biofilmes mistos com C. albicans (BERTOLINI et al., 2021).
Primeiramente, foram avaliadas as fezes dos animais em diferentes tempos, sendo observado
que existe um aumento significativo na carga de Enterococcus sp. e Staphylococcus sp. no
8° dia nos animais com mucosite (Figura 20), fato ndo observado em animais que foram
também expostos a linhagem SC5314 (Figura 20 A e D).

Quando avaliada a contagem diferencial de bactérias no ileo, também foi observado que
parece haver um aumento das contagens de Enterococcus sp. e Staphylococcus sp. no 8° dia
do protocolo experimental nos animais que receberam quimioterapia, com e sem exposi¢ao
a C. albicans (Figura 20 B e E). Porém, quando avaliada a carga bacteriana no figado, é
possivel notar que existe uma translocacdo expressiva de Enterococcus sp., mas nao de
Staphylococcus para este tecido no 8° dia do protocolo apenas no grupo apenas com mucosite
(Figura 20 C e F). Em contrapartida, é possivel observar que animais que receberam C.
albicans com e sem mucosite apresentaram translocacéo apenas de Staphylococcus sp. para

este tecido no 8° dia do protocolo experimental (Figura 20 C e F).
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Figura 19 — Aumento relativo da abundancia de familias da microbiota bacteriana em relagéo ao grupo PBS. As fezes dos camundongos foram coletadas
no 8° dia do protocolo experimental para anélise da microbiota intestinal. Os dados foram obtidos através do sequenciamento de DNA 16S. A- PBS vs 5-FU (N=3-
4); B- PBS vs SC5314 (N=3-4); C- PBS vs SC5314+5-FU (N=3-4).
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Figura 20 Contagem diferencial de bactérias nas fezes, ileo e figado nos grupos expostos ou ndo a C.

albicans. Apo6s a colonizagdo por C. albicans a carga bacteriana diferencial foi acompanhada nas fezes em
diferentes tempos até o periodo de eutanasia. Para tanto as fezes foram homogeneizadas em solugéo salina 0,9%
estéril e plaqueada em agar bile esculina. Foram aplicados os testes ANOVA Two-Way seguido de Tukey. *:
diferenga em relagdo ao grupo PBS no mesmo dia avaliado. #: diferenca em relacéo ao grupo 5-FU no mesmo
dia avaliado . N=2-10 A, B e C- Contagem de Enterococcus sp. nas fezes, ileo e figado respectivamente; D, E
e F- Contagem de Staphylococcus sp. nas fezes, ileo e figado respectivamente.
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Os resultados anteriores demonstram que ha infeccao sistémica por C. albicans e por
bactérias do género Staphylococcus no grupo exposto ao fungo que recebeu quimioterapia.
Assim, foram feitos tratamentos com antifungico ou antibacterianos durante o protocolo
experimental da mucosite, afim de elucidar o motivo do 6bito dos animais com mucosite e
infectados com Candida albicans (Figura 21). Neste experimento foi observado que a
administracdo dos antibacterianos, vancomicina ou imipenem para 0S animais apenas com
mucosite levou a discreto aumento da perda de peso corporal (Figura 21 A) e do escore
clinico (Figura 21 B), mas ndo teve influéncia na taxa de sobrevida destes (Figura 21 C).
Porém, quando administrados em animais com mucosite e infectados com SC5314, tais
tratamentos ndo apresentaram qualquer efeito nos parametros avaliados (Figura 21 A e B),
sendo ineficazes em reduzir a mortalidade dos animais que receberam a infeccdo e
quimioterapia (Figura 21 C).

O grupo de animais com mucosite que recebeu C. albicans e foi tratado com
antifungico (anfotericina B (AMB)) levou a reducdo da perda de peso (Figura 21 A) e das
manifestagdes clinicas (Figura 21 B) induzidas pela quimioterapia. De maneira marcantes,
este grupo teve uma sobrevida de 83% até o 10 ° dia do protocolo experimental, ao passo que
0s animais com mucosite mais C. albicans que nao receberam antifangico, tiveram uma
letalidade de 100% até o 8° dia do protocolo experimental (Figura 21 C). Estes dados sugerem

que C. albicans acentua a mucosite e causa letalidade nos animais.
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Figura 21 — Tratamento com antimicrobianos no protocolo experimental da mucosite com C. albicans.
O protocolo da mucosite foi repetido como ja descrito. O tratamento com antimicrobianos (Vancomicina
(VAN), Imipeném (IMP)e Anfotericina B (AMB)) iniciou-se no 4° dia do protocolo experimental e durou até
0 6° dia do protocolo experimental. Os antibacterianos foram administrados a cada 12 horas e o antiflngico foi
administrado em dose Unica a cada dia. A — Peso corporal (N=5); B- Escore clinico (N=5); C- Curva de
sobrevida (N=5).
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5.3 O aumento da disponibilidade de triptofano, mas néo tirosina, favorece alteracoes

morfoldgicas em C. albicans, promovendo a filamentacéo

Os resultados até aqui demonstram que a lesdo intestinal, disbiose e translocacéao
microbiana, incluindo de Staphylococcus sp. e de C. albicans sdo acentuadas em animais em
quimioterapia e expostos ao fungo, o que favorece uma maior letalidade deste grupo.

BATISTA 2023 demonstrou que havia queda da expresséo de ldol e alteracdo da
microbiota fecal apos a quimioterapia, 0 que estava associada a queda da concentracdo de
catabolitos de triptofano no intestino de animais com mucosite. Assim, hipotetizamos que
essas alteracdes poderiam tornar aminoéacidos como o triptofano disponiveis para patégenos
como C. albicans. Para validar que ha menor catabolismo de triptofano durante a
quimioterapia, foi feito uma razédo entre a concentracdo dos metabdlitos de triptofano, tanto
do hospedeiro, como da microbiota, e de triptofano no plasma e ileo dos animais com
mucosite induzida por 5-FU usando os dados obtidos por BATISTA, 2023. Assim foi
observado que existe uma queda expressiva na razdo no plasma e ileo dos animais com
mucosite no 5° do protocolo experimental (Figura 22 A, B, C). Estes dados reforcam, que
que os tecidos animais tém uma maior disponibilidade de triptofano ap6s o protocolo de
inducdo da mucosite intestinal.

Assim, conduzimos experimentos in vitro com exposicdo de C. albicans a
concentracOes crescentes do aminoacido, de modo a mimetizar uma maior disponibilidade
do triptofano para o fungo. Apos o cultivo das linhagens de Candida albicans (SC5314 e
BSC1) juntamente com triptofano (Trp) em meio quimicamente definido (SLD) foi possivel
observar que as diferentes concentracdes de Trp induzem pouca (Figuras 23 A e B) ou
nenhuma (Figura 24 A) influéncia no crescimento plancténico do fungo.

Em contrapartida, foi possivel observar que o Trp parece ter efeito promotor da
filamentac&o de maneira concentracdo dependente de ambas as linhagens (figuras 23 B-E e
24 B). Para a linhagem SC5314, a concentracdo de 80 pg/mL de triptofano acentuou a
filamentacdo com 6 horas de incubacéo e a concentracdo de 160 pug/mL, com 1, 3 e 6 horas
de avaliacdo. As concentraces de 10-80 pg/mL inibiram a filamentagdo apds 24 horas de
incubacgédo (Figura 23 B). O efeito foi ainda mais aparente na linhagem BSC1. Assim as

concentracdes de 80 e 160 pg/mL induziram a filamentagdo mais precoce com, 3 e 6 horas
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de incubacéo (Figura 24 B). A concentracdo de 160 pg/mL nédo sé adiantou a filamentacéo,
mas também foi capaz de influenciar em hifa com maiores comprimentos em 24 horas de
incubacdo, efeito também exercido pela concentracdo de 40 pg/mL, ainda que em menor
intensidade (Figura 23 D e E). A promocdo da filamentacdo pela alta disponibilidade de
triptofano foi corroborado pela alteracdo da morfologia da col6nia de C. albicans cultivadas
na presenca de 160 pg/mL do amino&cido (Figura 23 F).

Apesar dos efeitos na filamentagéo, as diferentes concentragcdes de Trp parecem nao
alterar de forma quantitativa o crescimento séssil em biofilme do fungo (Figura 23 G),
embora a maior concentracao usada tenha reduzido significativamente em cerca de 50% a
atividade respiratdria em relacdo ao controle com SLD sem adigdo de Trp (Figura 23 H).
Apesar dos efeitos na atividade respiratéria, indicando mudanca metabdlica, e na
filamentacdo pela presenca de elevadas concentracdes de triptofano, 0 mesmo parece néo ter

ligacdo com alteracdo de pH (Figura 23 I).
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Figura 22 — Raz8o entre metabdlitos de triptofano e triptofano no ileo de plasma dos animais com

mucosite intestinal. Foi feita uma cinética de 10 dias junto ao protocolo de induc¢éo da mucosite intestinal, com
coletadas diérias, de ileo de plasma dos animais para quantificar triptofano e seus metabdlitos por UPLC. A-
Razdo metabdlitos/triptofano no plasma (N=4-5); B- Razdo metabdlitos/triptofano no ileo (N=4-5). C- Heatmap
da razdo metabdlitos/triptofano no plasma e ileo

Figura 23 — Parametros de avaliagéo in vitro dos fenotipos de Candida albicans na presenca de triptofano
para linhagem SC5314 (préxima pagina). De forma geral, para esses experimentos foram utilizados dois
meios para cultivo SD (caldo sabouraud) ou SLD (caldo quimicamente definido) acrescido ou ndo de triptofano
em diferentes concentrag@es. O crescimento plancténico de C. albicans foi avaliado pela medida da densidade
Optica a 600nm com leituras pontuais a cada hora (0-24 horas) ap6s incubacdo a 37°C. Para filamentacéo, C.
albicans foi incubada na presenga e auséncia de Trp e em tempos selecionados aliquotas foram retiradas para
contagem em lamina com auxilio do microscépio. Foram aplicados os testes estatisticos ANOVA Two-Way
teste de Tukey. A- Concentragdo resposta de triptofano no crescimento plancténico ao longo de 24 horas(N=5);
B- Concentracéo resposta para biofilme em 24 horas % (N=5); C- Concentracdo resposta para a filamentacdo
em 1, 3, 6 e 24 horas (N=6); ; D- Concentracdo resposta para tamanho da hifa em 6 e 24 horas (N=50); E
Morfologia da coldnia na presenca ou ndo de triptofano incubada a 37°C por 4 dias; F- Hifas nas presenca ou
n&o de triptofano com 6 e 24 horas de incubacéo; G- Concentracdo resposta para biomassa em O.D. (N=6); H-
Concentracdo resposta para atividade metabolica em 24 horas (N=6); I- Concentracdo resposta para pH em 3,
6 e 24 horas apds incubacgdo com 160ug/mL de triptofano.
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Com base nos dados obtidos até entdo, foi escolhida a concentracdo de 160ug/mL
para os demais testes, e, como um controle adicional foi utilizado a tirosina, que assim como
o triptofano é um aminoécido aromético. Nestas condi¢des, foi possivel observar que ambos
0s aminoacidos testados ndo interferiram significativamente no crescimento planctonico da
linhagem SC5314 (Figura 25 A). Além disso, o efeito acentuado na filamentacdo se mantém
apenas para o triptofano em 1, 3, e 6 horas apds incubacdo (Figura 25 B). Quanto ao
cumprimento das hifas, a tirosina a 160 pg/mL ndo é capaz de estimular um maior
comprimento das hifas, como observado no triptofano ap0s 6 e 24 horas de incubacéo (Figura
25 C).

5.4 O fenétipo de filamentacao por triptofano em C. albicans é dependente de proteinas
da via SPS de sensoriamento de aminoacidos e mutantes para essa via S&0 menos

virulentos apos infeccdo de animais sob quimioterapia

Resumidamente, a via de sensoriamento de aminoécidos é composta basicamente por
proteinas de membrana, como as da via SPS (Ssy1-Ptr3-Ssy5), que se comunicam com outra
proteina intracelulares e fatores de transcricdo, como Stp2, que levam a expressdo de
aminopermeases como Gap2 e Gnpl. Assim, foram utilizadas linhagens deficientes para
proteinas Ssy1, Stp2 e Gnpl bem como as suas respectivas complementares. Para comprovar
que estas linhagens ndo teriam problema na filamentacdo por conta da delecdo do gene,
utilizamos o caldo SD como controle de filamentagdo e todas foram capazes de filamentar
com 3 e 6 horas nesta condi¢do. Porém, as trés linhagens, 4ssy!, Astp2 e Agnpl, ndo foram
capazes de filamentar com 3 e 6 horas p6s incubacdo na presenca de triptofano, como
fenotipo ja visto e relatado para linhagem SC5314 (Figura 26 A, B e C).

De forma adicional, utilizamos a linhagem complementadas na presenca de
triptofano, e a complementacdo dos respectivos mutantes com STP2 e GNP1 permitiu a
filamentacéo apos 3 e 6 horas na presenca de triptofano (Figura 26 B e C). A linhagem Ssyl
complementada, parece ndo conseguir utilizar triptofano para filamentacdo (Figura 26 A).
Isso nos leva a acreditar que a as proteinas Ssyl, Stp2 e Gnpl sdo utilizadas ndo somente
para captacdo de triptofano pelo fungo, mas também importantes na utilizagdo deste

aminoéacido no processo de filamentacéo (Figura 26 A, B e C).



71

A B
Eosd 80
0.5 1 —
S £ 60
~ 0.4 =a=8= a o B SD
S b3 I SLD
o 0.3 £ 40 EE Trp 10 pg/mL
c 9] Bl Trp 20 pug/mL
g 0.2 £ BN Trp 40 pg/mL
S T 20 B Trp 80 pg/mL
4 0.19 I EE Trp 160 pg/mL
© 0.0 1 1 I I I I 1 1 0 I I I 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 1 3 6 24
Horas p6s incubagéo Horas pés incubagéao

Figura 24- Avaliacdo do crescimento e filamentacdo de C. albicans na presenca de triptofano para
linhagem BSCL1. Para avaliacdo da formagdo de producdo de biofilme e biomassa deste, C. albicans foi
adicionada a pocos contendo meio SLD acrescido ou ndo diferentes concentracBes de Trp, as placas formam
mantidas a 37°C por 24 horas. Para filamentagdo, C. albicans foi incubada na presenca e auséncia de Trp e em
tempos selecionados aliquotas foram retiradas para contagem em ldmina com auxilio do microscépio. A-
Concentracao resposta de triptofano no crescimento planctonico ao longo de 24 horas(N=5); B- Concentragao
resposta para a filamentagéo em 1, 3, 6 e 24 horas (N=6).
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Figura 25 — Comparacéo do crescimento e filamentacéo de C. albicans em meio quimicamente definido
com uso de dois aminoacidos para linhagem SC5314. Para esse experimento foram utilizados 0s mesmos
pardmetros da figura 12. Adicionalmente foram medida o comprimento da hifa com auxilio do software ImageJ
Foram aplicados os testes ANOVA Two-Way seguido de Tukey (**** = p>0.0001; # = p>0.05). A-
Comparacdo do crescimento entre triptofano e tirosina ao longo de 24 horas (N=5); B- Comparagdo da
filamentac&o para triptofano e tirosina (N=6); C- Comparacdo do comprimento da hifa entre triptofano e tirosina

(N=50). D- Comparacao da biomassa entre triptofano e tirosina (N=6). E- Comparacao da atividade metabdlica
entre triptofano e tirosina (N=6).
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Figura 26 — Fenotipo de filamentacao na presenca de triptofano em linhagens mutantes para proteinas
SPS da via de sensoriamento de aminoacidos em Candida albicans. Foram utilizados os mesmos parametros
de filamentac&o citados na Figura 12. A- Desafio de filamentagdo com linhagem 4ssy ! na presenca de triptofano
a 160pg/mL; B- Desafio de filamentacdo com linhagem Agnpl na presenca de triptofano a 160pg/mL; C-
Desafio de filamentagdo com linhagem Astp2 na presenca de triptofano a 160pg/mL.
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O nosso proximo passou foi avaliar se as linhagens mutantes incapazes de filamentar
na presenca de triptofano agravariam o quadro de mucosite intestinal induzida por
quimioterapia. Ao testar as linhagens mutantes de Candida albicans para captacdo de
aminoacidos (dssyl, Astp2 e Agnp1) no protocolo experimental in vivo foi possivel observar,
em linhas gerais, doenca mais branda (Figura 27 A) e protecdo da taxa de mortalidade dos
camundongos que receberam também 5-FU (Figura 27 B). Quando observamos as linhagens
isoladamente, foi possivel observar uma sobrevida aproximada de 20% para 4ssy1, 40% para
Astp2 e 42% para Agnp1 (Figura 27 B). De forma interessante, 0s animais com mucosite que
receberam a linhagem Agnp 1 além de ter a letalidade atrasada, ainda apresentaram um escore
clinico abaixo das demais linhagens, incluindo dos animais que receberam apenas 5-FU, nos
levando a acreditar que a aminopermease GNP1 em C. albicans é importante para acentuar
a mucosite induzida por 5-FU.

Como a linhagem mutante para GNP1 atrasou e reduziu a letalidade dos animais com
mucosite, foram conduzidos novos experimentos para conducao da eutanasia dos animais no
5° dia apds inducdo da mucosite, afim de averiguar outros parametros, como carga fangica.
Assim foi observado que os animais com mucosite que receberam a linhagem Agnp! e sua
complementar (GNP1) tiveram perda de peso e escore clinico semelhante aos animais do
grupo 5-FU + SC5314, como observado no experimento de sobrevida (Figura 28 A e B).
Quanto a contagem de leucdcitos totais no sangue, 0s animais que receberam apenas 5-FU e
os animais do grupo 5-FU e inoculados com as diferentes linhagens desenvolveram
leucopenia (Figura 28 C). Curiosamente, 0s animais do grupo 5-FU + Agnpl apresentaram
contagens de leucécitos mais altas que os demais grupos que receberam 5-FU (Figura 28 C).

Quanto aos dados de carga fungica no tecido dos animais com mucosite induzida por 5-
FU, foi possivel observar uma redugao significativa da contagem de leveduras no ileo dos
animais que receberam a linhagem Agnp! (Figura 28 D). Quando averiguada a translocagéo
fangica, para tecidos como figado e rim, os animais que receberam a linhagem SC5314
apresentaram carga fungica significativa nestes 0rgaos, ja os animais com a linhagem Agnp1/
e GNP1 néo apresentaram translocacgéo fangica (Figura 28 E e F).

Estes dados demonstram que a via SPS é importante para o uso do triptofano durante o

processo de filamentacdo de C. albicans, e que mutantes para essa via, especialmente para o
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gene Gnpl, induzem menores impactos durante o processo de mucosite e atenuando a

patogenicidade da C. albicans neste cenario.
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Figura 27 — Escore clinico e curva de sobrevidas com as linhagens mutantes para via SPS e

aminopermeases. Os camundongos foram submetidos ao protocolo experimental e receberam as linhagens
mutantes para 4ssyl, 4stp2 e Agnpl. Os animais foram acompanhados por 10 dias ap6s indugdo da mucosite e
foi avaliado escore clinico e sobrevida destes animais. A- Escore clinico das linhagens SC5314, Assyl, Astp2 e
Agnpl respectivamente (N=6); B- Curva de sobrevida das linhagens SC5314, Assyl, Astp2 e Agnpl

respectivamente (N=6).
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Figura 28 — Eutanésia dos camundongos no 5° dia do protocolo experimental com a linhagem mutante
para gene Gnpl. Protocolo igual aos descrito anteriormente, com eutanasia dos animais 5 dias ap6s indugéo
da mucosite. A- Peso corporal (N=4-5); B- Escore Clinico (N=4-5); C- Contagem de leucdcitos totais no sangue
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi padronizado um modelo de infecgdo oportunista por C.
albicans em um cenério de mucosite intestinal induzida por quimioterdpicos. Assim, foi
notdrio que o modelo em estudo é oportunista, uma vez que 0s animais que apenas receberam
C. albicans sobreviveram; também vale ressaltar que esta levedura ndo faz parte da
microbiota de camundongos C57BL/6j e a mesma foi capaz de colonizar os animais sem
causar danos aparentes. Nossos dados sugerem que C. albicans acentua o quadro de
mucosite, uma vez que cerca de 60% dos animais que receberam apenas quimioterapico
sobrevivem e quando este grupo é infectado por C. albicans, 100% dos animais falecem.

Um estudo anterior avaliou a colonizacdo gastrica por C. albicans (SC5314) em
camundongos C57BL/6j pos-tratamento com antibidticos com indculo de 2x108 cedido por
gavagem, mostrando que esta levedura € capaz de ser detectada no estbmago, até o 21° dia
pos-gavagem (MASON et al., 2012). De forma semelhante, nossos dados também mostram
uma colonizacéo por C. albincans, ndo sé no estomago, mas em todo o TGI até 10° dia e
fezes até 0 21° dia (dados ndo apresentados), sugerindo uma colonizagao duradoura. Isso tudo
com uma abordagem mesmo invasiva, onde foi cedido um indculo menor (1x10°) disponivel
na agua de beber dos animais, e tanto animais com e sem mucosite foram colonizados, o que
nos permitiu avaliar somente os impactos causados por C. albicans.

Achados na literatura mostram que o 5-FU também causa uma dishiose associada a
mucosite, isso tudo leva a uma alteracdo e disfuncdo na absorcdo dos recursos nutricionais,
bem como permeabilidade e integridade intestinal (LAMONT; HAJISHENGALLIS, 2015;
BATISTA, 2023). BATISTA, 2023 relata em seus dados que o tratamento por 5-FU leva a
alteracdes na composicdo e estrutura da microbiota fecal de camundongos no 8° dia do
protocolo experimental (mesmo utilizado neste trabalho). Os dados achados no presente
trabalho estdo de acordo e de forma adicional, foi possivel observar que os animais com
mucosite e expostos a C. albicans sofreram uma alteragdo na microbiota bacteriana que difere
em relacdo aquela vista nos animais que receberam apenas 5-FU.

Sobre a quantificagdo de triptofano e seus metabdlitos, achados na literatura mostram
que o tratamento com 5-FU induz uma alteracdo da contracdo de TRP e seus metabolitos

como, quinurenina, acido indolacético e indolcarboxialdeido, tanto no plasma quanto no ileo
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dos animais com mucosite induzida por 5-FU (BATISTA, 2023). Os dados apresentados
aqui, mostram que existe uma alteracdo na razdo entre TRP e seus metabolitos no ileo e
plasma dos animais. Mostrando que além da disbiose, existe uma alteracdo na
biodisponibilidade deste aminoacido em questéo.

Além disso, em casos de mucosite oral induzida por 5-FU, C. albicans é capaz de
causar uma infeccdo oportunista, levando a alteragdes na composicdo da microbiota,
favorecendo que outras bactérias possam colonizar este ambiente, por exemplo,
Enterococcus faecalis. Esta espécie bacteriana é capaz de acentuar a patogenicidade de C.
albicans, causando uma infeccdo mais severa (MASON et al., 2012; BERTOLINI et al.,
2019). Tanto o E. faecalis quanto a C. albicans sdo encontrados como comensais no TGl de
humanos, no entanto ambos séo oportunistas, e as coinfeccdes com estas espécies sdo comuns
(WADE et al., 1995; PECIULIENE et al., 2001;) indicando assim, que as condi¢des que
favorecem a infecgdo por estes microrganismos sao semelhantes.

Alguns estudos mostram que a proteina EntV secretada por E. faecalis inibe a formacéo
de biofilme e hifas em C. albicans (CRUZ et al., 2013; GRAHAM; CRUZ; LORENZ, 2017).
De forma sugestiva, esse efeito de inibicdo de E. faecalis sob C. albicans, pode explicar o
motivo da reducdo da cagar fungica no ceco do 5° para o 8° dia de protocolo experimental
nos animais sem mucosite; também sugerimos que a permanéncia do fungo neste tecido
esteja ligada aos desequilibrios imunometabdlicos causados pela mucosite intestinal. Isso
também pode explicar o motivo dos animais sem mucosite e colonizados por C. albicans ndo
apresentarem nenhum sinal clinico de infeccéo.

Quanto a translocacdo de Staphylococcus sp., este género de bactéria também tem
associacao a coinfec¢fes com C. albicans, possuindo assim diversas interacfes fisicas e
molecares sinérgicas, tornando esse tipo de coinfeccdo letal (CAROLUS; VAN DYCK;
VAN DYCK, 2019). Ja existem trabalhos elucidando como essa interacdao ocorre, assim a
proteina de adesdo expressa por C. albicans durante a formacdo de hifas, Als3, funciona
como receptor para S. aureus. Neste relato os autores usaram um modelo murino de infeccéo
na lingua, cujo a infeccdo somente com a bactéria em questdo era limitada a camada
superficial do tecido, ndo invadindo o tecido; por outro lado quando associado a C. albicans
neste modelo, ambos 0s microrganismos invadiam o tecido (PETERS et al., 2012). Outro

trabalho mais recente mostrou que estas proteinas de adesdo ndo sé ajudam interacdo
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bactéria-fungo, mas também promovem disseminacdo bacteriana para o figado, como foi
relatado por Van Dyck et al., em 2021.

Nossos achados mostram que ja no 5° dia de protocolo experimental existe uma
expansdo de Staphylococcus sp. no ceco, quando observado o 8° dia, essa translocacdo é
reduzida nos animais sem mucosite e com C. albicans, e nesse grupo como ja foi discutido
anteriormente, a cagar fungica também reduz 8 dias apds inducdo da mucosite. Podemos
sugerir que neste modelo possa ocorrer uma interacdo sinérgica entre C. albicans e
Staphylococcus sp. ao passo que também possa ocorrer um controle do fungo por
Enterococcus sp. Assim, é possivel sugerir que a infeccdo por C. albicans favorece a
translocacéo de Staphylococcus durante a mucosite intestinal induzia do 5-FU.

Candida albicans é uma levedura com uma grande flexibilidade metabolica, o que lhe
permite usar diversas fontes nutricionais em seus ciclos celulares. Assim, em situacao de
estresse em meio com baixas disponibilidade de nutrientes, essa levedura busca diferentes
recursos para se manter viavel. No pressente trabalho, foi utilizado um caldo de cultivo com
baixa disponibilidade de fontes nutricionais e quimicamente definido (SLD), a fim de
observar o efeito dos aminoacidos aromaticos triptofano ou tirosina nos diferentes padrdes
de crescimento de C. albicans. As duas linhagens testadas, SC5314 e BSC1, demostram que
os aminoacidos testados nao alteraram significativamente o crescimento fungico plancténico
ou séssil dessa espécie fungica.

Os achados em relacdo ao crescimento neste trabalho estdo de acordo com dados na
literatura para o uso de aminoacidos e proteinas extracelulares, pois tanto no hospedeiro
quanto in vitro C. albicans ¢é capaz de adquirir diversas fontes de carbono e nitrogénio de
forma extracelular por ativacéo de SAPs (STAIB et al., 2000; TAYLOR et al., 2005; GARBE
et al., 2022). Aprofundando mais os mecanismos de detec¢cdo e captacdo de aminoacidos,
outros autores também relatam outras vias além da SAPs, como repressdo catabdlica de
nitrogénio (NCR), via do alvo da rapamicina (TOR), sensores de aminoacidos (SPS) e
Aminopermeases (AAP) (DABAS; MORSCHHAUSER, 2007; ZANG et al., 2018; RIES et
al., 2018). Alguns fatores de transcri¢ao estdo relacionados em muitas destas vias, como para
via NCR, em situacdes de privacdo de nitrogénio esta € mediada pelos fatores de transcri¢éo

do tipo GATA, como por exemplo Gatl e GIn3, que irdo regular positivamente a expressao
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de permeases e enzimas catabolicas especificas desta via (HOFMAN-BANG, 1999;
MAGASANIK; KAISER, 2002; REIS et al., 2018).

Outra via muito importante que acreditamos estar envolvida na captacdo de triptofano
e que possivelmente nos ajudara a entender a via de metabolizacdo deste aminoacido por C.
albicans é o sistema SPS (Ssyl-Ptr3-Ssy5), que é um elemento chave para monitorar as
concentracOes de aminoacidos extracelulares. Esta via contém uma AAP ligada a membrana
que € ativada ao entrar em contato com amino&cidos. Assim, com testes na linhagem mutante
para esta via (dssyl) e para o fator de transicdo Astp2, acreditamos responder parte do
mecanismo de captacdo de triptofano, pois acreditamos que estas vias estdo envolvidas com
sua assimilacao e posterior metabolizacéo.

Quanto ao stp2 este € clivado e ativado pela via SPS e esta envolvido em diversos
processos de regulacdo bioquimica, incluindo expressdo de AAPs, e morfogénese de C.
albicans (MATTINEZ; LIJIUNGADHL, 2004). Ja é relatado na literatura que algumas AAP,
como GAP2, tem potencial de assimilar um gama de aminoécidos como fenilalanina,
metionina, valina, leucina, tirosina e triptofano (KRAIDLOVA et al., 2016). Isso fortalece a
a hipotese que a ativacdo de stp2 esteja envolvida na assimilacdo de triptofano no caso deste
aminoéacido ter sua biodisponibilidade acentuada. Em 2022, Garbe et al., demonstraram que
a captacdo do aminoécido prolina é importante para a filamentacédo de C. albicans, bem como
para a sobrevivéncia e fuga deste fungo de células do sistema imune inato (GARBE et al.,
2022).

Quanto ao biofilme, foi possivel observar que existe uma reducdo da biomassa deste
ap6s 24 horas de incubacdo. Alguns achados na literatura mostram que quando o
sobrenadante de biofilme contendo moléculas de quérum sensing, como farnesol e tirosol,
sdo adicionadas em uma cultura de células planctdnicas hé inibicdo da formacéo de biofilme
e morfogénese de C. albicans e C. dubliniensis (MARTINS et al., 2007) e quando estas
moléculas sdo adicionadas em biofilmes ja formados ou para formacdo, ambas reduzem a
biomassa (SEBAA; BOUCHERIT-OTMANI; COURTOIS, 2019). Assim, pode ser que a
reducdo da biomassa no tempo mais tardio ocorra por conta da geragdo de moléculas de
quérum sensing como, triptofol e tirosol, que alterariam a formagcé&o de biofilme.

Em 2002, Tripathi et al., mostram que, quando a C. albicans é privada de aminoacidos

ela é capaz de formar pseudo-hifas, mas ndo consegue formar hifas verdadeiras. Outro estudo
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mostra que, quando deletado sensores de aminoacidos, C. albicans fica apenas na forma de
leveduras e ndo consegue transitar para forma hifal (BREGA; ZUFFEREY; MAMOUN,
2004). Os resultados deste trabalho, sugerem que existe um efeito agudo do triptofano na
filamentacdo de C. albicans, e que este €, concentracdo dependente.

Os fungos podem secretar diversas proteases envolvidas na utilizacdo de nutrientes,
como 0s contidos nos tecidos do hospedeiro. Assim essas proteases ou SAPS, possuem uma
expressdo diferencial na presenca de albumina sérica bovina (BSA) e estas contribuem para
a patogenicidade de C. albicans (REUR; MORSCHHAUSER, 2006; RAMACHANDRA et
al., 2014). Assim, foi descrito que a utilizacdo de alguns aminoacidos, como prolina,
promove a patogénese da infecgéo por C. albicans, de modo que o catabolismo de prolina
induz a morfogéneses de hifas via ativacdo de cCAMP/PKA. Adicionalmente, esse estudo
também sugere que a captacdo de arginina induza a filamentacdo através da mesma via, uma
vez que a arginina intracelular é convertida em prolina (SILAO, et al., 2019). Foi
demonstrado também em C. albicans que gnl3, que regula positivamente a captacdo de
nitrogénio, é necessario para filamentagdo induzida por privacéo de nitrogénio e viruléncia
desta levedura em modelo murino (LIMJINDAPORN; KHALAF; FONZI, 2003; LIAO;
RAMON; FONZI, 2006). Além disso, a via de sensor SPS e o fator de transcrigédo stp2 além
de mediarem a aquisicdo nutricional, também sdos responsaveis pela sobrevivéncia no
fagossomo e posterior evasdo imune (MIRAMON; LORENZ, 2016).

Estes achados na literatura ajudam a entender como o catabolismo de aminoacidos por
C. albicans contribuem para viruléncia e infecdo por esta levedura em ambientes com
desregulacdo imunometabdlica, como por exemplo na mucosite intestinal. Assim, vamos
analisar in vitro, de forma detalhada a expressao de fatores de viruléncia de C. albicans na
presenca de triptofano e, além disso, observar como as linhagens mutantes para a captacao
de aminoéacidos se comportam na presenca de Trp. 1sso nos ajudara e entender o processo de
catabolismo deste aminoacido por C. albicans e como isso podera contribuir para 0 processo
de infecgdo oportunista em camundongos com mucosite.

Diante do exposto, algumas perspectivas foram tracadas, como analise trasncriptomica
do fungo na presenca de triptofano e, eventualmente do triptofol, além da dosagem de

metabolitos produzidos pelo fungo neste sistema in vitro, incluindo triptofol. Para os dados
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in vivo, analises de parametros histologicos e inflamatorios em experimentos com linhagens
mutantes e complementares no 5° dia do protocolo experimental.

Em suma, os dados observados aqui, sugerem que C. albicans acentua o quadro de
mucosite induzida por quimioterapia, levando a lesGes intestinais severas, alteracbes na
composicdo e estrutura da microbiota fecal e translocacdo bacteriana e fdngica. Neste
cenario, o acumulo de triptofano induzido pela quimioterapia parece desempenhar papel
chave, pois a assimilacdo deste aminoécido por meio da via SPS envolvendo STP2 e GNP1
dispara um programa de viruléncia neste fungo. Ainda, os dados aqui relatados nos levam a
acreditar que gracas a interacdo bactéria-fungo, ha translocacdo concomitante destes
microrganismos, caracterizando uma infecdo sistémica polimicrobiana neste modelo. Por
fim, os dados aqui apresentados sugerem que modular a disponibilidade de triptofano pode

interferir na susceptibilidade de pacientes em quimioterapia a infeccdo por C. albicans.
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