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RESUMO
Diabetes mellitus e candidiase oral apresentam alta prevaléncia. Portadores de
diabetes mellitus, podem apresentar maiores taxas de colonizagdo e invasao
fungica devido a suas condigbes sistémicas. Entretanto, o quanto essa inter-
relacdo pode ser prejudicial, permanece como um topico de relevancia cientifica.
Avaliou-se o efeito do diabetes mellitus induzido pela aloxana e do tratamento
com fluconazol na viruléncia e patogenicidade da coinfeccdo de biofilmes mistos
de Candida albicans e Streptococcus oralis em modelo animal. Ratos Wistar
machos (n=24) foram distribuidos em: grupo nao-diabético e sem tratamento
(CTR, n=6), grupo nao-diabético e tratado com fluconazol (FLU,n=6), grupo
diabéticos e sem tratamento (DCTR, n=6), grupo diabéticos e tratados com
fluconazol (DFLU, n=6). Os grupos diabéticos receberam dosagens de 120 a 240
mg/kg de aloxana antes do periodo de coinfeccdo. A hiperglicemia foi confirmada
partir de 250 mg/dL em jejum. O protocolo de coinfeccdo seguiu com
administracdo de prednisolona 100 mg/Kg e suspensdes de C. albicans ATCC
90028 e S. oralis ATCC 35037 inoculadas via swab na cavidade oral e
administradas ad libitum na agua. Animais tratados com fluconazol receberam a
dose de 10 mg/kg a cada 12 horas. Os grupos nao-tratados receberam
administracao de solucao salina 0,9%. Ao final do periodo experimental, todos os
animais foram eutanasiados e os tecidos coletados foram observados
macroscopicamente quanto a presenca ou auséncia de lesbes na lingua e
microscopicamente por métodos histoquimicos de Hematoxilina-eosina (HE) e
Acido Periodico de Schiff (PAS) para avaliar alteracdes no palato, lingua e
pancreas. Também foi realizada a extracdo e quantificacdo do DNA de C.
albicans da lingua, assim como a expressao génica para SAP6 e HWP1 por meio
da Real-time RT-gPCR. Os dados foram analisados por ANOVA one-way e teste
de Tukey (a= 5%). Foram observadas lesdes nas linguas dos animais do grupo
DCTR. Os grupos apresentaram areas eritematosas na superficie lingual. Nos
cortes histolégicos, o grupo DCTR apresentou mais alteragées em relagdo aos
demais grupos, com destaque da invasao epitelial por hifas e hiperqueratose na
lingua além de reducao epitelial e presenga de ulcera com vasos dilatados no
palato. Todos os animais diabéticos apresentaram destruicdo das células B nas
llhotas de Langerhans. A quantificagao relativa de DNA de C. albicans nas linguas

dos animais indicaram que houve diferenca entre o grupo DCTR (3,45+0,93) e os
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demais (p<0,05). No restante dos grupos nao houve diferencas (p>0,05). A
expressao génica de SAP6 variou entre 1,00+£0,29 no grupo nao diabético tratado
com fluconazol a 1,16+0,38 para o grupo diabético nao tratado com fluconazol, o
que indicou que nao houve diferenga significativa nos grupos avaliados (p>0,05).
Em relacdo a expressao génica de HWP1, observou-se que houve diferenca entre
0s grupos dos animais saudaveis e os animais diabéticos (p<0,05). A partir dos
resultados encontrados, os grupos diabéticos nao tratados com fluconazol
apresentaram maior numero de alteragbes macroscopicas e histoldgicas, assim
como maior quantificacdo de C. albicans e expressdo génica para HWP1. O
tratamento com fluconazol foi efetivo para reduzir a invasdo fungica. A presente
pesquisa contribui para novos estudos que possam considerar o diabetes
aloxanico e o tratamento com fluconazol para avaliar os efeitos da candidiase oral

em modelos murinos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; Aloxano; Fluconazol; Candidiase;

Streptococcus oralis.
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ABSTRACT
Diabetes mellitus and oral candidiasis are diseases that have a high prevalence.
Diabetic individuals may have higher rates of fungal colonization and invasion due
to their systemic conditions. However, the extent to which this interrelationship can
be harmful to the host remains a topic of scientific relevance. The effect of
diabetes mellitus induced by alloxan and treatment with fluconazole on the
virulence and pathogenicity of co-infection of mixed biofilms of Candida albicans
and Streptococcus oralis in an animal model was evaluated. Male Wistar rats
(n=24) were distributed into: non-diabetic and untreated group (CTR, n=6), non-
diabetic and fluconazole-treated group (FLU, n=6), diabetic and untreated group
(DCTR , n=6), diabetic group treated with fluconazole (DFLU, n=6). The diabetic
groups received doses of 120 to 240 mg/kg of alloxan before the coinfection
period. Hyperglycemia was confirmed from 250 mg/dL fasting glucose. The
coinfection protocol followed with doses of prednisolone 100 mg/kg and
suspensions of C. albicans ATCC 90028 and S. oralis ATCC 35037 inoculated via
swab into the oral cavity and administered ad libitum in water. Animals treated with
fluconazole received a dose of 10 mg/kg every 12 hours. The control groups
received administration of 0.9% saline solution. At the end of the experimental
period, all animals were euthanized and observed macroscopically for the
presence or absence of lesions on the tongue and microscopically using
histochemical methods of Hematoxylin-eosin (HE) and Periodic Acid-Schiff (PAS)
to evaluate changes in the palate, tongue and pancreas. The extraction and
quantification of C. albicans DNA from the tongue was also carried out, as well as
gene expression for SAP6 and HWP1 using Real-time RT-gPCR. Data were
analyzed by one-way ANOVA and Tukey test (a= 5%). Lesions were observed on
the tongues of animals in the DCTR group. The groups presented erythematous
areas on the surface. In histological sections, the DCTR group showed more
changes in relation to the other groups, with emphasis on epithelial invasion by
hyphae and hyperkeratosis on the tongue, as well as epithelial reduction and the
presence of an ulcer with dilated vessels on the palate. All diabetic animals
showed destruction of B cells in the Islets of Langerhans. The relative
quantification of C. albicans DNA in the animals' tongues indicated that there was
a difference between the DCTR group (3.45£0.93) and the others (p<0.05). In the
rest of the groups there were no differences (p>0.05). SAP6 gene expression
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ranged from 1.00+0.29 in the non-diabetic group treated with fluconazole to
1.16+0.38 for the diabetic group not treated with fluconazole, which indicated that
there was no significant difference in the groups evaluated ( p>0.05). Regarding
HWP1 gene expression, it was observed that there was a difference between the
groups of healthy animals and diabetic animals (p<0.05). From the results found,
the diabetic groups not treated with fluconazole showed a greater number of
macroscopic and histological changes, as well as greater quantification of C.
albicans and gene expression for HWP1. Treatment with fluconazole was effective
in reducing fungal invasion. The present research contributes to new studies that
may consider alloxan diabetes and fluconazole treatment to evaluate the effects of
oral candidiasis in murine models.

Keywords: Diabetes mellitus. Alloxan. Fluconazole. Candidiasis, Oral.

Candidiasis.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus € uma das doencgas crénicas nao transmissiveis mais
prevalentes nos dias atuais, pois afeta cerca de 537 milhdes de adultos entre 20-
79 anos (International Diabetes Federation, 2021). Esta condi¢cdo resulta
principalmente na hiperglicemia, ou seja, altos niveis de glicose sanguinea
(Arneth et al., 2019). Como resultado desses niveis elevados, os individuos
portadores de diabetes podem desenvolver um estado inflamatério, fadiga e
complicagbes como retinopatia, doencas cardiovasculares, nefropatias e
comorbidades bucais (International Diabetes Federation, 2021).

Dentre as principais doencas na cavidade bucal, destaca-se a relagao
bidirecional do diabetes mellitus com a doenga periodontal (Hererera et al., 2023)
e também a interacdo da hiperglicemia com candidiase oral (Al-Janabi et al.,
2023). Do ponto de vista clinico, os pacientes que apresentam altos niveis
glicémicos podem apresentar reducdo na atividade de neutréfilos, modificacoes
salivares e um aumento de Candida spp. (Mussi et al., 2022). Além disso, os
portadores de diabetes mellitus tém maior chance de apresentar estomatite
protética ao serem comparados com pacientes saudaveis (Martorano-fernandes
et al., 2020).

A principal espécie associada nesses casos é Candida albicans (Mohammadi
et al.,, 2016; Zomorodian et al., 2016; Sampath et al., 2019), que em biofilmes
disbibticos, torna-se um dos principais patdogenos capazes de causar infecgbes
com risco de vida associado (Lopes, Lionakis, 2022). Além disso, estudos tém
demonstrado que a presencga de glicose nestes biofilmes, pode modular fatores
de viruléncia ao influenciar, por exemplo, o total de biomassa, a viabilidade celular
e unidades formadoras de colbénia (Hosida et al., 2018; Bezerra et al., 2019; Brito
et al., 2021).

Os efeitos do diabetes mellitus e da candidiase oral também tém sido
avaliados in vivo, pois estas duas condicdes podem ser induzidas
experimentalmente em murinos. Uma das alternativas para indugao do diabetes
mellitus tipo 1, é a administragcdo da aloxana, responsavel pela destruicdo das
células B pancreaticas (Ighodaro et al.,, 2017) em que pode ser avaliada a
interacdo com candidiase oral por meio da imunossupressao (Sano et al., 2014;
Venturini et al., 2016).



Vale destacar que C. albicans geralmente associa-se a outras espécies de
Candida e a bactérias constituintes da microbiota oral, especialmente
estreptococos orais (Bertolini; Dongari-Bagtzoglou, 2019; Morse et al., 2019).
Dentre estas interagcdes, a relacdo entre biofilmes mistos C. albicans e
Streptococcus oralis, tém apresentado maior viruléncia e patogenicidade
(Martorano-fernades et al., 2023) assim como uma maior susceptibilidade para
colonizagcao comensal e capacidade de provocar maior invasao tecidual durante
infeccbes oportunistas pelo fungo nas superficies mucosas (Xu et al., 2014, Xu et
al., 2016, Xu et al., 2017).

Nesse contexto, ao considerar que a mucosa oral € um dos locais mais
comuns de infeccdo e a porta inicial de disseminagdo sistémica, também é
preciso incluir o uso de ferramentas farmacologicas com a melhor eficacia para o
tratamento da candidiase oral (Fang et al., 2021). Dessa maneira, em relagdo ao
tratamento da candidiase, existem diversos antifungicos disponiveis, entretanto foi
observado que a terapia com fluconazol é eficaz e reduz a taxa de cura
micolégica (Fang et al., 2021).

Todavia, apesar de haver estudos que considerem o fator diabetes em
modelos de candidiase em murinos (Sano et al., 2014; Venturini et al., 2016) até
entdo nao foram encontrados estudos in vivo que consideraram o diabetes em
modelos de coinfec¢do entre C. albicans e S. oralis e o seu tratamento com o
fluconazol ao mesmo tempo. Essa interacdo pode exercer um papel crucial na
compreensao da viruléncia de biofiimes mistos. Diante desta lacuna de
conhecimento apresentada, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do
diabetes induzido pela aloxana e do tratamento com fluconazol na viruléncia e
patogenicidade da coinfeccdo com C. albicans e S. oralis em modelo animal

murino.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus € uma das doencas sistémicas ndo comunicaveis mais
prevalentes que ndo ha cura (Sun et al., 2022). Caracterizada pela hiperglicemia,
pelos altos niveis de glicose sanguineos que podem estar relacionados a
deficiéncia na secrecao de insulina pela destruicdo das células B pancreaticas,
denominado diabetes mellitus tipo 1, ou entdo, pelo o resultado inicial da
incapacidade das células do corpo de responder totalmente a insulina, uma
condicdo denominada resisténcia a insulina, o que caracteriza o tipo 2
(International Diabetes Federation, 2021).

Aproximadamente cerca de 627 milhdes de pessoas apresentam tal
condi¢cdo. Ao considerar adultos na faixa de 20 a 79 anos, ha em torno de 527
milhdes de pacientes hiperglicémicos. Além disso, ha uma projecdo de aumento
para 0s proximos anos com estimativas em torno de 643 milhdes de individuos
portadores de diabetes mellitus para 2030 e 783 milhdes para 2045 (International
Diabetes Federation, 2021; Sun et al.,2022).

Dentre os principais sintomas do diabetes mellitus, de maneira geral,
podemo ser citados sintomas classicos como, polifagia, a fome em excesso, a
polidipsia, caracterizada por muita sede e a poliuria, com aumento da frequéncia
de urina. Também podemos enfatizar o emagrecimento e a visdo turva como
sintomas importantes (International Diabetes Federation, 2021; Al-Janabi et al.,
2023).

Ao considerar que portadores de diabetes enfrentam diversas
comorbidades, podemos destacar complicagbes como nefropatia, doencas
cardiovasculares e periodontite (International Diabetes Federation, 2021). Além
disso, os elevados niveis sistémicos de glicose também tém impacto na cavidade
bucal, manifestando-se por meio de alteracdes salivares que resultam em
hipossalivagdo e podem influenciar nas taxas glicEmicas de diabéticos
descompensados (Lima-Aragéao et al., 2016; Uppu et al., 2018). Como resultado,
temos observado uma associagdo entre o diabetes e complicagcées na cavidade

bucal, incluindo também sua relagdo com a candidiase oral (Mussi et al., 2022).



Especificamente em relacdo a candidiase oral, a literatura tem
demonstrado que ha uma inter-relacdo entre pacientes diabéticos e os que
apresentam candidiase oral. Este fato pode estar relacionado a fatores de risco
em comum e os casos de candidiase oral poderem ser potencializados na

presenca de altos niveis de glicose (Mussi et al., 2022; Al-Janabi et al., 2023).

2.2 CANDIDIASE ORAL E SUA INTER-RELACAO COM O DIABETES MELLITUS

A candidiase oral geralmente esta associada a Candida spp. em que a
Candida albicans € a espécie mais prevalente capaz de provocar estas infecgoes
(Mohammadi et al., 2016; Zomorodian et al., 2016; Sampath et al., 2019).
Apresentam diferentes manifestacées clinicas, em que podemos destacar
desconforto, ardéncia e a presenca de lesbes em diferentes regides da cavidade
bucal (Hellstein; Marek, 2019). Estas lesées podem aparecer na lingua como
placas brancas e erupgdes na mucosa disseminadas, lesbes na mucosa jugal, e
frequentemente encontramos a presenca de lesdes no palato e em algumas
situacdes associadas ao uso de proétese total (Hellstein; Marek, 2019).

Nesse contexto, a protese se comporta como nicho para adesao de
biofilme, aumentando a coloniza¢do microbiana (Patel et al., 2017). Dessa forma,
tem sido observada elevada prevaléncia de candidiase associada ao uso de
proteses dentarias removiveis, denominada de estomatite protética (Vila et al.,
2020; Gad; Fouda, 2020). Nesses casos, a infeccdo € caracterizada pela
colonizacao das superficies epiteliais e inflamacao dos tecidos subjacentes (Rast
et al., 2016).

A depender da extensado dessas lesdes, as mesmas também podem ser
encontradas na orofaringe, o que € conhecido como candidiase orofaringea
(Knoke;Bernhard, 2006; Hellstein ; Marek, 2019). Geralmente individuos com
imunidade comprometida e com desordens metabdlicas sdo mais susceptiveis a
disseminacao sistémica da candidiase, pois nestes casos ha elevada morbidade e
risco de mortalidade quando Candida spp. entram em contato com a corrente
sanguinea, ocasionando a candidiase sistémica, considerada potencialmente fatal
em alguns casos (Bassetti et al., 2019; Vila et al., 2020).

Estudos prévios tém demonstrado a relagdo entre candidiase oral e

diabetes mellitus, ao considerar que os altos niveis de glicose podem impactar na



proliferacao de espécies de Candida. Esta associacdo pode ser encontrada desde
estudos laboratoriais até mesmo estudos clinicos e revisdes sistematicas com
meta-analise (Venturini et al., 2016, Mussi et al., 2022; Al-Janabi et al., 2023,
Martorano-Fernandes et al., 2020).

Em alguns destes estudos in vitro ja foi observada que a presenca de
glicose em biofilmes de espécies de Candida consegue influenciar na biomassa
total e na contagem de unidades formadoras de colénia (Hosida et al., 2018,
Bezerra et al., 2019) além de também influenciar na formagéao de polissacarideos
extracelulares na presencga Streptococcus mutans (Brito et al., 2021).

A relacdo do diabetes em modelos animais também tem sido observada
com a candidiase oral, ao avaliar a capacidade dos niveis de glicose influenciar
na proliferacdo de Candida albicans e apresentarem efeitos sistémicos (Venturini
et al., 2016; Sano et al., 2014). Do ponto de vista clinico, os estudos tem
demonstrado que o aumento da glicemia, provoca reducao na atividade de
neutroéfilos, ocasionando modificacées salivares, e um aumento do numero de
Candida spp. (Mussi et al., 2022). No nivel de evidéncias das revisdes
sistematicas prévias, observa-se que, apesar da certeza da evidéncia ter sido
considerada baixa, pacientes diabéticos tém maior chance de desenvolver
estomatite protética em comparacao com pacientes nao diabéticos (Martorano-
Fernandes et al., 2020).

Dessa maneira, a inter-relagcdo entre as referidas doencas pode ser
considerada um tépico de relevancia cientifica, em que o0s mecanismos
envolvidos nessa relagcdo podem ser essenciais para a compreensao da

fisiopatologia da candidiase oral.

2.3 Candida albicans: FATORES DE VIRULENCIA, PATOGENICIDADE E
ASSOCIACOES EM BIOFILMES MISTOS

Um dos pontos chave para diagnostico e tratamento da candidiase oral, é o
conhecimento de seu principal fator etiologico, Candida albicans, que pode ser
considerada um patobionte, o que significa que adquire caracteristicas
patogénicas em resposta a condi¢des que alteram o equilibrio do microambiente e
comprometem a imunidade do hospedeiro (Pellon et al,2020). Adicionalmente,

sabe-se que esse microrganismo apresenta diversos mecanismos para



sobrevivéncia, como formacgéo de biofilme entre outras espécies, capacidade de
invasao epitelial e do tecido conjutivo subjacente (Rast et al., 2016; Bertolini;
Dongari-Bagtzoglou, 2019; Wall et al., 2019; Vila et al., 2020; Lopes, Lionakis,
2022).

Dessa maneira, a invasao dos tecidos do hospedeiro pela C. albicans pode
estar relacionado a fatores de viruléncia, como formacdo de biofilmes,
morfogénese, capacidade de aderir ao epitélio, producdo de fosfolipases e
enzimas proteoliticas além da inducao de resposta inflamatéria (Figura 1)
(Staniszewska, 2020; Naglik et al., 2017; Gow; Yadav, 2017; Hofs; Mogavero;
Hubs, 2016; Koo; Andes; Krysan 2018). Também estéa relacionada a expressao de
diferentes genes, como por exemplo, genes associados a adesdo e invasao
(como HPW1, ALS1 e ALS3) associados a mudanca de fendtipo (EFG1),
secrecao de proteases (SAP1 a SAP10), com destaque a SAP6, que € uma
proteina multifuncional e atua como uma adesina e uma proteinase e a presenca
de fofosfolipases (Kumar et al.,2015; Lopes, Lionakis, 2022).

Além disso, C. albicans geralmente associa-se a outras espécies de
Candida e a bactérias constituintes da microbiota local, especialmente
estreptococos orais (Marsh; Zaura, 2017; Koo; Andes; Krysan, 2018; Bernard et
al., 2019; Morse et al., 2019). Em conjunto, estas espécies formam agregados e
biofilmes simbidticos que em condi¢des desfavoraveis podem exacerbar danos
teciduais por meio do contato fisico entre as células e moléculas do quorum
sensing (Cavalcanti et al., 2015; Salvatori et al., 2020; Martorano-Fernandes et al.,
2023).

Dessa maneira, a interacdo entre C. albicans e estreptococos orais na
superficie epitelial também deve ser investigada com destaque para a relagéo
entre biofiimes mistos C. albicans e Streptococcus oralis. A literatura tem
demonstrado interesse cientifico nesta interacdo, pois alguns estudos tém
apresentado que os metabdlitos secretados pelo S. oralis aumentam a
proliferacdo e viruléncia da C. albicans (Martorano-Fernades et al., 2023).
Também tem sido observado aumento da patogenicidade por amplificacdo da
resposta inflamatoria da mucosa (Xu et al., 2014), assim como pela ativacdo da
via de filamentagcdo EFgl(Xu et al., 2016). Esta coinfec¢cdo também interage de
maneira sinérgica degradando E -caderinas das jung¢odes epiteliais (Xu et al., 2017)

(Figura 1).
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Figura 1. Fatores de viruléncia associados a Candida albicans. Adaptado de Koo;
Andes; Krysan, 2018.

2.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE BIOFILME in vivo

De modo a elucidar os mecanismos de desenvolvimento da candidiase
oral, diversos modelos de estudo foram desenvolvidos com o objetivo de simular
as condi¢coes observadas in vivo (Yadev et al.,, 2011; Chevalier; Ranque;
Précheur, 2017; Tabatabaei; Moharamzadeh; Tayebi, 2020). Dentre esses,
destacam-se a utilizagcdo de monocamadas de células epiteliais. Porém, estes
referidos modelos de infec¢cdo recebem criticas por ndo reproduzir a estrutura
tridimensional do epitélio, nem simular corretamente uma interface ar-liquido.
Adicionalmente, estes modelos também s&o constituidos por um Uunico tipo
celular, o que nao reproduz adequadamente as condi¢cdes fisioldgicas
(Tabatabaei; Moharamzadeh; Tayebi et al., 2020).

H4 também outros modelos tridimensionais, como por exemplo: epitélio
reconstituido sobre membrana de policarbonato (RHOE® e EpiSkin®) (Cavalcanti

et al., 2015; Morse et al., 2018) e modelos tridimensionais organotipicos de



células epiteliais cultivados sobre uma camada de fibroblastos envoltos em matriz
de colageno (Dongari-Bagtzoglou; Kashleva, 2006; Bertolini et al., 2015). Esses
modelos recebem criticas quanto a auséncia de células de defesa e a
simplificacdo em relagcdo ao modelo in vivo (Tabatabaei; Moharamzadeh; Tayebi
et al., 2020).

Os modelos organotipicos ja foram inclusive utilizados para simular
infeccbes por Candida e estreptococos orais (Sobue et al., 2018; Souza et al.,
2020). O referido modelo ainda apresenta uma camada extra submucosa que
fornece uma maior complexidade organizacional (Dongari-Bagtzoglou; Kashleva,
2006; Hong et al., 2019). Porém, mesmo assim, este modelo organotipico da
mucosa oral, apresenta limitagdes, pois sua organizacdo ainda é inferior a
modelos in vivo e ha ressalvas relacionadas aos custos elevados para aquisi¢ao e
dificuldade de importagao.

Além disso, protocolos laboratoriais foram descritos na literatura para
reproducao desses modelos in vitro, pela utilizacdo de técnicas de engenharia
tecidual (Tabatabaei; Moharamzadeh; Tayebi et al., 2020). Porém, apesar de ser
uma alternativa para modelos in vivo, ainda ha dificuldades em relagcdo aos
elevados custos e tempo necessario para reprodu¢cdo de um modelo que ainda
apresenta limitagcdes em relagdo a mimetizacao do tecido in vivo (Bertolini et al.,
2015; Morse et al., 2018).

Por outro lado, o desenvolvimento de candidiase bucal também tem sido
reportado experimentalmente em animais, principalmente em modelos murinos
(Dwivedi et al., 2013; Xu et al., 2014, Bertolini et al., 2019). Nesse contexto, tém
sido demonstrada uma relacdo mutualistica entre C. albicans e estreptococos
orais comensais, em que também ha um aumento da patogenicidade e viruléncia
destes microrganismos em conjunto (Xu et al., 2014; Xu et al., 2015, Sobue et al.,
2016). Especialmente na interagao entre C. albicans e Streptococcus oralis, a
qual apresenta-se uma das espécies colonizadoras primarias, tém sido observado
uma maior susceptibilidade para colonizacdo comensal assim como provocar
alteracdes durante infeccdes oportunistas pelo fungo nas superficies mucosas.
(Xu et al., 2014)

Os protocolos de infecgdo por Candida albicans também podem variar,
porém para avaliar modelo de co-infec¢gdo com S. oralis, o protocolo proposto por

Xu et al.,, 2014 tem sido citado e consiste, de maneira geral, em induzir uma
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imunossupressao para desenvolvimento da candidiase e um periodo curto de
cinco dias ser suficiente para avaliar os efeitos dessa interag&o clinicamente. Os
imunossupressores utilizados também podem variar, sendo necessaria a
aplicacdo da dose necessaria para cada um deles. O acetato de cortisona na
dose 225 mg/kg tem sido uma das mais utilizadas (Xu et al., 2014), porém outros
estudos também citam a dose de 100 mg/kg de prednisolona (Cruz et al., 2018).
Apesar de haver estudos em animais que considerem o fator diabetes em
modelos de candidiase (Venturini et al., 2016; Sano et al., 2014), até entdo nao
foram encontrados estudos em murinos que consideraram a hiperglicemia em
modelos de coinfec¢do. Essa interacdo em animais diabéticos pode exercer um
papel crucial na viruléncia do biofilme. Além disso, até entdo ndo ha estudos que
considerem o tratamento com fluconazol em situagcdes em que ha a presenca de
biofilmes mistos em murinos, o que justifica a realizacdo de um estudo que inclua

estas diferentes variaveis.

2.5 DIABETES ALOXANICO

Tendo em vista a necessidade de um protocolo de indugcdo de diabetes
mellitus, a literatura aponta diferentes métodos para atingir o objetivo desejado. O
uso de modelos animais tem sido aplicado para obter diferentes informacoes
relacionadas também a fisiopatologia do diabetes. Assim, muitos modelos
murinos de diabetes mellitus foram desenvoldidos (Radenkovi¢ et al., 2016)
mostrando-se indispensaveis para a pesquisa em diabetes e suas complicacoes
(Wu; Yan, 2015).

Dentre tais métodos destaca-se a inducao do diabetes mellitus a partir da
administracao de drogas especificas, como por exemplo, a estreptozotocina e a
aloxana, referenciadas como as mais importantes (Radenkovi¢ et al., 2016) e
comumente utilizadas para indugao do diabetes mellitus tipo 1 (Ighodaro et al.,
2017).

A estreptozotocina apresenta uma alta taxa de sucesso, porém um alto
custo associado. Ja a aloxana apresenta taxa de sucesso e custo mais baixo
associado, por exemplo, o custo médio atual de 1 grama de aloxana e
estreptozotocina € respectivamente de 1,5 e 200 ddolares americanos
respectivamente (Ighodaro et al., 2017). Dessa maneira, apesar da



estreptozotocina ser amplamente utilizada, a aloxana apresenta potencial e
aplicabilidade a partir de protocolos cuidadosos em que deve ser observada a via
de administracdo assim como o tempo experimental (Radenkovi¢ et al., 2016;
Ighodaro et al., 2017).

A aloxana (5,6-dioxiuracil; 2,4,5,6-tetraoxipirimidina) € considerada como
um acido fraco e com caracteristicas hidrofilicas (Lenzen, 2008; Islam et al.,
2017). E um derivado sintético da pirimidina e analogo citotoxico da glicose,
sintetizada por oxidagcdo do acido urico (Lenzen, 2008). Sua atividade
diabetogénica esta relacionada ao fato dessa molécula penetrar nas células B
pancreaticas via transportador de glicose GLUT-2 permitindo sua captacao
seletiva e acumulacéao (Lenzem, 2008) o que leva a necrose dessas células (Islam
et al., 2017).

De maneira geral, seu mecanismo de acdo pode ser resumido em dois
efeitos patoldgicos principais. O primeiro relacionado a inibicado seletiva da
secrecado de insulina induzida pela glicose por meio da inibicdo especifica da
hexoquina IV (glicoquinase). O segundo relaciona-se com a induc¢ao da formacéao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) que resultam em uma necrose seletiva
das células B pancreaticas (Lenzen, 2008; Al-Awar et al., 2016; Ighodaro et al.,
2017) (Figura 2).

Inibigdo da glicoquinase Inibigdo da secregdo de insulina

Mecanismos de agao
da aloxana

Diabetes mellitus
tipo 1

Administracao de aloxana

-

Formagdo de ROS Necrose das células B- pancreaticas

e
% =)

Figura 2. Fluxograma com mecanismos \Elé"'é/c;éo associados a administragao de
aloxana. Adaptado de Al-Awar et al., 2016.
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A aloxana € considerada instavel, devido a possibilidade de desintegrar-se
facilmente quando deixado em repouso em solugbes aquosas, pois € uma droga
com uma com meia-vida de cerca de 1,5 minutos. Portanto, quando utilizado
como agente diabetogénico, deve ser preparado no momento exato de uso
(Ighodaro et al., 2017).

Apos a administragdo da aloxana, € importante a realizagdo de uma série
de cuidados, pois em até 30 minutos, a droga proporciona discreta reducdo da
glicemia, como resultado do aumento da secrecdo de insulina. Em seguida, na
segunda fase, ocorre retencédo da insulina nas células B e aumento da glicemia,
que persiste por até 4 horas apos a aplicacdo da aloxana. Na terceira fase, no
periodo de 4 a 8 horas depois, devido a ruptura da membrana celular ha um
aumento da insulina (Lenzen, 2008). Por fim, a quarta fase é marcada por
hipoinsulinemia e hiperglicemia permanente, pois houve a lise completa das
células de forma crescente entre 9 a 144 horas com periodo de estabilizacdo em
seguida (Lenzen, 2008).

Um dos principais pontos de discussao sobre o uso da aloxana tem sido
relacionado as diferencas nos protocolos, que alteram a ac¢dao de indugdo do
diabetes mellitus. Os fatores que mais se alteram sdo: a dose, via de
administracao, o tempo de jejum e idade (Federiuk et al., 2004; Silva et al., 2015).
Em relacdo a dose, tem sido relatado que a dose esta diretamente associada a
via de administragdo, pois pela via intraperitoneal a dose eficaz deve ser duas a
trés vezes maior que a dose usada via intravenosa (Szkudelski, 2001).

Dessa maneira, estudo prévio mostrou que a dosagem de 120 mg/kg pela
via intraperitoneal tem sido satisfatéria (Oliveira et al., 2012). Por outro lado
também tem sido relatado que caso n&o seja suficiente doses abaixo de 150
mg/kg, pode ser administrada uma novamente (Szkudelski, 2001).Nesse contexto,
€ importante observar que a dose deve ser individualizada e ajustada
frequentemente com base na resposta de cada animal (Federiuk et al., 2004).

Em relacdo ao tempo de jejum, tem sido demonstrado que quanto maior o
tempo de jejum, melhor a acdo da aloxana (Ighodaro et al., 2017), sendo que
deve haver um tempo minimo de 12 horas e no maximo de 24 horas devido a
questdes éticas (Oliveira et al., 2012). No topico relacionado a idade, tem sido
considerado que animais mais velhos devem ser escolhidos, pois os mais jovens

podem ser altamente resistentes e menos susceptiveis (Ighodaro et al., 2017).
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A partir da correta aplicagdo do protocolo de administragcdo da aloxana,é
gerada uma condi¢cdo que pode ser denominado diabetes aloxénico, similar ao
estado do diabetes mellitus tipo 1 (Lenzen, 2008). A literatura relata sucesso no
uso dessa droga para acao diabetogénica em ratos. O uso dessa droga também
tem sido aplicado em metodologias para avaliagdo da Candidiase Oral em
murinos diabéticos (Venturini et al., 2016; Sano et al., 2014), o que justifica sua

utilizagéo.

2.6 TRATAMENTO COM FLUCONAZOL

Em relacdo ao tratamento da candidiase, existem diversos antifungicos
disponiveis, as classes de medicamentos antifungicos atualmente disponiveis que
sdo usados para tratar infecgdes por C. albicans incluem o polienos, 5-flucitosina
(5-FC), os azadis e as equinocandinas (Roemer ,Krysan, 2014).

Do ponto de vista clinico em humanos, para o tratamento da candidiase
oral e orofaringea, em casos mais leves, tem sido orientado o uso de clorimatazol
ou suspensdes de nistatina. Entretanto, para casos moderados a severos, a
evidéncia recomenda dosagens entre 100-200 mg diariamente, entre 7 a 14 dias
de fluconazol (Pappas et al.,2016, Quindés et al.,2019).

Nesse contexo, em uma revisdo sistematica recente, que considerou
apenas estudos clinicos randomizados, foi observado que a terapia com
fluconazol, da classe dos azoéis, foi eficaz e melhor na reducdo da taxa de cura
micolégica, quando comparada a outros antifungicos como, por exemplo, a
nistatina, miconazol e anfoteticina B (Fang et al., 2021).

O fluconazol é um agente antifungico de amplo espectro, apresenta efeito
na infecg¢ao fungica superficial e profunda, pois atua ha membrana celular fungica,
0 que inibe sua proliferacao (Guery et al., 2009). Os azéis sao divididos em dois
subgrupos baseados em sua estrutura quimica: os imidazois, como clotrimazol,
cetoconazol e miconazol, e os triazois, que incluem fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol e isavuconazol. Os triazois sdo comumente usados para
tratar candidiase mucosa e sistémica (Lopes, Lionakis, 2022).

Os azobis tém como alvo o ERG11P/CYP51 e inibem a biossintese do
ergosterol, levando ao acumulo de esterdis toxicos nas membranas celulares dos

fungos, como 14ametilergosta-8,24(28) dienol e niveis aumentados de espécies
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reativas de oxigénio (ERO) enddgenos que contribuem para inibir a proliferacdo
fungica (Lopes, Lionakis, 2022).

Nesse contexto, o fluconazol é um farmaco anti-fungico comumente usado,
ndo tem vantagem de custo em relagdo a outras ferramentas farmacologicas,
porém a diferenca no efeito terapéutico € estatisticamente significativa, tanto em
estudos clinicos, como também em estudos em murinos, que € um importante
fator a ser considerado no tratamento da candidiase (Cruz et al., 2018; Fang et
al., 2021).

O efeito do tratamento com fluconazol também tem sido observado em
diferentes protocolos em murinos. Porém foi observado que uma dose de 10
mg/kg via intraperitoneal a cada 12 horas seria necessaria para o tratamento da
candidiase (Cruz et al., 2018). Por tais razdes, sera o antifungico de escolha para
avaliar seu efeito também situagdes de alto risco, ao considerar a co-infecgdo em

ratos diabéticos e imunossuprimidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar experimentalmente o efeito do diabetes aloxanico e do tratamento com

fluconazol na viruléncia e patogenicidade da coinfec¢ao de biofilmes mistos de C.

albicans e S. oralis em modelo animal murino.

3.2 ESPECIFICOS

Identificar os principais modelos de candidiase oral em murinos;

Avaliar um modelo experimental de candidiase oral em ratos diabéticos;
Verificar a eficacia da terapia com fluconazol em ratos com e sem diabetes;
Avaliar a invasdo tecidual de Candida albicans por meio de analises
histoldgicas;

Avaliar a expressao de fatores de viruléncia de biofilmes mistos C. albicans

e S. oralis em um modelo experimental de candidiase bucal desenvolvido

em murinos.
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SUMMARY

Analisaram-se as publicagdes relacionadas a modelos de biofilme de candidiase
oral desenvolvidos em murinos. Realizou-se um estudo bibliométrico, por meio de
uma estratégia de busca com descritores e termos pré-estabelecidos, utilizando
os operadores booleanos OR e AND. As buscas foram realizadas nas bases de
dados PubMed e Web of Science. Foram encontrados 13351 artigos, dos quais
apos a remocao das duplicatas totalizaram 8159. A partir dos critérios de inclusdo
e exclusao, foram selecionados 184 estudos, dos quais 51 foram considerados
nos ultimos 20 anos. Os principais dados coletados foram: autores, ano,
periodico, pais de publicacdo, citagcdes, amostra total, amostra por grupo, tipo de
animal, linhagem do animal, sexo, duracdo da infec¢cdo, microrganismos,
imunossupressao e o tecido coletado. Os dados dos estudos foram extraidos e
analisados de forma descritiva utilizando o software VOSViewer. Os resultados
demonstraram que a maioria dos modelos considerou o uso de camundongos
(86,27%) e de fémeas (68%). O tecido mais coletado foi a lingua (94,11%). Além
disso, 60,78% dos modelos utilizaram a imunossupressao para desenvolver a
infeccdo. A linhagem mais frequentemente reportada foi C57BL/6J (29,4%). A
analise das tendéncias nas publicagcbes de candidiase oral em modelo murino

contribui para o melhor delineamento de metodologias a serem empregadas.

KEY WORDS: Candida albicans, muridae, ratos, camundongos.
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INTRODUCAO

Espécies do género Candida geralmente s&o caracterizadas como
colonizadores comensais da cavidade bucal (1,2). Entretanto, quando ocorre a
perda da homeostase da microbiota, esses fungos se proliferam e desenvolvem
uma infecgado conhecida como candidiase (1). Candida albicans € a espécie mais
prevalente e patogénica, sendo também o microrganismo mais estudado (3).

Embora frequentemente constituam infec¢des localizadas, a candidiase
pode disseminar-se na corrente sanguinea e desenvolver uma condi¢cao sistémica
grave, especialmente entre individuos com imunidade reduzida (4). Uma das
formas mais comuns dessa infecgado € conhecida por candidiase oral, que difere
dos outros tipos principalmente devido a caracteristicas particulares da cavidade
oral, como por exemplo, a disponibilidade de oxigénio e o pH (5,6). No que se
refere ao estudo da fisiopatologia da candidiase oral, faz-se necessario analisar
nao apenas o desenvolvimento do biofilme, mas também a interagcdo entre
patogeno e hospedeiro.

Modelos animais tém sido utilizados amplamente como alternativas para
elucidar mecanismos envolvidos na patogénese celular e molecular da candidiase
oral (7). Por sua vez, os modelos murinos tém sido amplamente aplicados por
apresentar vantagens como o controle do ambiente, semelhangca com a
fisiopatologia em humanos, valor econébmico mais acessivel, reprodutibilidade, e
disponibilidades de reagentes para analises especificas (7,8). Todavia, as
condicbes para o delineamento de estudos em animais podem variar
significativamente, sendo necessario realizar uma sintese da literatura sobre
estas condic¢des para o delineamento de novos estudos.

Os estudos bibliométricos sao tipos de pesquisas que usam ferramentas
especificas para analisar e quantificar as caracteristicas da literatura publicada
em determinados campos de conhecimento. Dessa maneira € possivel analisar as
principais publicacdes e discussdes ao longo do tempo (9,10). Apesar de haver
uma série de publicagbes relacionada a modelos murinos, ndo ha consenso sobre
as melhores alternativas e condi¢cbes para estudos especificos, considerando o
desenvolvimento da candidiase oral. Dessa maneira, este topico pode auxiliar a

identificar as tendéncias nesses estudos para proximas pesquisas. Nesse
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contexto, o objetivo do presente trabalho foi analisar as publicagbes relacionadas

a modelos de candidiase oral desenvolvidos em murinos.

MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo bibliométrico, reportado de acordo com guia
publicado previamente (10) por meio de uma estratégia de busca com os
principais descritores e termos, utilizando bases de informacao cientifica. Esta
revisdo foi registrada na plataforma Open Science Framework (OSF) (DOI
10.17605/0OSF.IO/MK97W). Dois examinadores (ACMB e YWC) realizaram a
busca de maneira independente sem restricbes de idioma. Foram realizadas
buscas no PubMed e Web of Science. Termos do Medical Subject Headings
(MeSh) , que contém uma amplo acervo. Termos livres e operadores booleanos
também foram utilizados conforme apresentado No Quadro 1.

Quadro 1. Estratégia de busca de acordo com as diferentes bases de dados

utilizadas.
Base de dados Estratégia de Busca
PubMed (((((((Mice[MeSH Terms]) OR (Rats[MeSH Terms])) OR (Wistar

ratsf]MeSH Terms])) OR (Murine model[Title/Abstract])) OR
(mice[Title/Abstract])) OR (rats[Title/Abstract])) OR (wistar
rats[Title/Abstract])) AND (((((((((Candidiasis[Title/Abstract]) OR
("Oral candidiasis"[Title/Abstract])) OR ("Chronic
Mucocutaneous candidiasis"[Title/Abstract])) OR
(candidosis[Title/Abstract])) OR ("Candida
albicans"[Title/Abstract])) OR ("C. albicans"[Title/Abstract])) OR
("Candidiasis, Chronic Mucocutaneous"[MeSH Terms])) OR
(candidiasis[MeSH Terms])) OR (oral candidiasis[MeSH
Terms]))

Web of Science | TS=(“Murine model” OR mice OR rats OR “wistar rats”) AND
TS=(Candidiasis OR “Oral candidiasis” OR “Chronic
Mucocutaneous candidiasis” OR candidosis OR “Candida

albicans” OR “C. albicans”)

As referéncias obtidas nas bases de dados foram transportadas para o
software Mendeley Desktop (Mendeley Desktop, versdao 1.16.1, © 2008-2016
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Mendeley Ltd., Elsevier Inc.,EUA), que foi empregado como gerenciador de
referéncias. Em seguida, foram removidas as duplicatas dos estudos e
selecionadas apenas as publica¢gdes dos ultimos 20 anos (2002-2022). O limite de
ano de publicagdes foi estabelecido para que a literatura analisada representasse
os modelos mais atuais empregados no estudo da candidiase. Além disso, os
estudos mais recentes deveriam apresentar maior metodologia bem definida, bem
como conceitos mais atuais sobre a ética, protecao e bem estar animal.

Inicialmente, foi realizada a leitura de titulos e abstracts para triagem inicial
dos estudos. Foram selecionados apenas estudos que reportaram modelos in vivo
de infeccdo de candidiase oral em murinos apresentando a espécie Candida
albicans. Estudos ex vivo, in vitro, in situ, relatos de caso, revisdes de literatura,
artigos com informagdes inacessiveis e protocolos de pesquisas que nao
atenderam aos critérios de inclusdao, foram excluidos. Os estudos precisavam
estar relacionados a avaliagdo da candidiase oral em murinos e apresentar
informacgdes acerca do delineamento do estudo e principais resultados.

Apoés a triagem dos estudos, realizou-se a leitura na integra dos estudos
para confirmar a inclusdo dos mesmos. Em seguida, foi realizada a extracdo dos
dados dos estudos incluidos. Os dados coletados foram adicionados a uma tabela
de extragdo no Excel, com as seguintes informacgodes: titulo, autores, ano de
publicacao, periodico, pais de realizagdo do estudo, numero de citagdes, amostra
total, amostra por grupo, tipo de animal, linhagem dos animais, sexo, duragao da
infeccdo, microrganismos, presenca ou auséncia de imunossupressao e 6rgao
avaliado. Discordéancias entre os avaliadores foram colocados em discussao com
o terceiro autor (MHB) quando necessario.

Os estudos incluidos foram analisados a partir de uma sintese qualitativa,
que descreveu as principais caracteristicas acerca das publicagdes, dos objetivos
e dos desfechos obtidos. Sintese grafica dos resultados foram obtidos a partir da
utilizacdo do software VosViewer (VOSviewer version 1.6.18). Foram obtidas
representagbes graficas da existéncia de redes bibliométricas, identificando as

conexdes entre 0s autores, assim como as palavras chaves mais prevalentes.

RESULTADOS

Inicialmente os autores identificaram 13351 estudos. Apds remocao das

duplicatas, foram mantidos 8163 estudos, dos quais 7979 foram excluidos,
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resultando no total de 184 selecionados para leitura completa. Apds esta etapa,
72 foram excluidos, pois ndo estavam de acordo com os critérios de elegibilidade,
resultando num total de 57 artigos, dos quais 6 também foram excluidos por ndo
apresentarem os dados necessarios, o que resultou em 51 artigos selecionados
(Figura 1).

Interaciio patdogeno-hospedeiro em modelo de candidiase oral desenveolvido em
murines: um estude bibliométrico

™y
= PUBMED Web of Science
2 (n=6681) (n=6670)
-
E ]
: * L
_E Records identified from databases
{n= 13351)
- .
Records after duplicates removed
B (n=8163)
=
=
[
: |
- Records screened through title and abstract reading N Records excluded
(n=184) - [n=797%)
F= B N Full-text articles excluded,
E FuII-tE:ttartlcla.as_s%ﬁzseder eligibility - With reasons
] (n=72) in=21)
e
™y
i Studies included in qualitative
3 syrthesis
E {n=>51)

—

Figura 1. Fluxograma com o total de estudos selecionados para o presente

estudo bibliométrico.Adaptado de PRISMA fluxogram 2009.

A lista dos estudos incluidos é apresentada na Tabela 1, onde sao
apresentadas as informacgdes: autores, ano, periddico, pais de publicacao,
citagbes, amostra total, amostra por grupo, tipo de animal, linhagem, sexo,
duracdo da infeccdo, microrganismos, imunossupressao e o tecido coletado
(Tabela 1).

20



Tabela 1. Identificacdo dos estudos incluidos na revisdo de acordo com autores, ano, periodico, pais de publicacdo, citagées, amostra

total, amostra por grupo, tipo de animal, linhagem, sexo, duracéo da infec¢do, microrganismos, imunossupressao e o tecido coletado.

Authorshi Year Journal Country | Citation Total Samples Animal | Animal lineage Sex Infection Microorganisms Immunosupression Organ
p sample per-group type duration
Lemberg 2022 PLoS Switzerl 7 Not Not clear WT WT C57BL/6j female 7 days C. albicans No Tongue
et al pathogens and clear C57BL | mice infected
/6j sublingually
mice
Sakima et | 2022 Journal of Brazil 0 47 male | 5 each, Rats Wistar rats male Twice for 3 C. albicans, Immunocompromised Palate
al fungi and 44 negative (Rattus and days, device Nakaseomyces rats
femeale | control=2 norvegicus) female kept for four glabratus, C.
and device weeks tropicallis
control 3
De Barros | 2022 Frontiers in Brazil 18 35 8 por Mice Swiss mice male Not clear C. albicans Prednsiolone Tongue
et al cellular and grupo, 3 no
infection controle
microbiology
Tripathiet | 2022 Journal of United 1 16 8 Mice C57BL/6 female 5 days (WT) SC5314- Cortisone acetate Tongue
al oral States female mice strain C.
microbiology albicans
Zhao et al | 2022 Frontiers in China 5 10 5 Mice e C57BL/6J female Not clear C. albicans Prednisolone Tongue
immunology mice
Pérez- 2021 Journal of Spain 6 84 42 Rats SpragueeDaw! | male 17 days C. albicans No, Tongue
Sayans et dental ey candidiasis sialoadenectomized
al sciences sialoadenecto and 5 days
mized treatment
Bertolini 2021 mBio United 15 Minimu | 5-12and Mice C57BL/6 mice | female 4 days C. albicans Cortisone acetate Tongue
et al States m of 24 | 4-8 per
and group
maximu
m of 36
Cheneral | 2020 Biochemical | China 16 120 20 per Mice C57BL/6 strain | Not 5 days C. albicans Cortisone acetate Tongue
Pharmacolo group mice clear
aqy
Khoury et | 2020 Frontiers in United 53 15 3-5 per Mice C57BL/6 mice | female | 5days C. albicans e Cortisone acetate Tongue
al microbiology | States group S.mutans
Jiang etal | 2020 Biofouling China 7 20 5 Mice Not clear Not Not clear C. albicans prednisolone Tongue
clear
Kobayash | 2020 Microbial Japan 2 12 3 Mice female Cr:CD- | female 5 days C. albicans prednisolone Tongue
i- pathogenesi 1(ICR) mice cotton swab
Sakamoto S

21




Bertolini 2019 Plos United 136 20 5 Mice C57BL/6 female | 5days overnight C. Cortisone acetate Tongue,
et al pathogens States albicans esophagus
Kirchner 2019 Frontiers in Switzerl | 44 12 3to4 Mice Foxp3-GFP.KI | Not t9h, 1day, 3 | Calbicans No Tongue
et al immunology | and x 1110-Thy1.1,, | clear days and 7
DEREG mic days
and I110-/-
mice e
C57BL/6J
mice
Zhou etal | 2018 Int. journal China 12 ? Not clear Mice BALB/c mice Female | 4to 5 days C. albicans Cortisone acetate Tongue
of oral
science
Katagiriet | 2018 Odontology Japan 14 30 10 Mice ICR mice Male 6 days C. albicans No Tongue
al
Cruzetal | 2018 Journal of Brazil 16 9 3 Mice C57BL/6 mice | female 5 days C. albicans Prednsiolone Tongue
fungi
Xu et al 2017 Virulence United 63 3 5t0 8 Mice C57BL/6 mice | female | 5 days C. albicans-S. Cortisone acetate Tongue
States grupos oralis
Xu et al 2016 Journal of United 90 3 4108 Mice C57BL/6 mice, | Female | 5 days C. albicans-S. Cortisone acetate Tongue
infectious States grupos oralis 34,
diseases
Carmello 2016 Plos one Brazil 72 126 60, 60 and Mice Swiss mice Female | 7 days, 12 C. albicans Prednisolone Tongue
et al 6 specific treatment
pathogen free
[SPF]
Contietal | 2016 Cell host & United 152 12 4 per group | Mice I117ra =/- mice | Not 14 days C. albicans No Tongue
microbe States and anti-IL- clear
17RA Abs
Kumar et 2015 Infection and | United 71 5 10 per Mice (C57BL/6J; Female | Not clear C. albicans Cortisone acetate Tongue
al immunity States grupos group
Campos 2014 BMC Brazil 42 24 12 Mice Mus Male 7 days C. albicans Prednisolone Tongue
Rasteiro complement musculus,
ary and Albinus, Swiss
alternative
medicine
Sanoetal | 2014 Journal of Japan 15 40 3 groups, Rats WBN/Kob rats | Female | Not clear C. albicans No Mucosa
diabetes 30 alloxan
research iduced, the
rest divided
into groups
Xu et al 2014 Cellular United 190 247 61to 12 Mice C57BL/6 mice | Female | 5days C. albicans Cortisone acetate Tongue and
microbiology | States animals per or TLR2-/- mucosa
group (B6.129-
TIr2tm1Kir/J)
mice
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Tati et al 2014 Antimicrob United 42 15 5 por grupo | Mice 5 C57BL/6J Female | 5 days C. albicans Cortisone acetate Tongue
agents States mice
chemother
Melkoumo | 2013 Journal of Canada | 49 60 20 Mice DBA/2 mice Male 14 days C. albicans Cortisone acetate Tongue
v et al antimicrobial
chemothera
py
Matsubar | 2012 Oral Brazil 69 152 Infection (n | Mice DBA/2 Male 13 days C. albicans With (cheek,
a diseases = 38) and cyclophosphamide tongue, and
groups of palate
treatment
(n=114)
Ishijima 2012 Applied and | Japan 138 47 7,12e15 Mice ICR mice Female | Not clear C. albicans Prednisolone Tongue
environment
al
microbiology
Johnson 2012 Infection and | United 83 16 4-6e10a Rats Wistar rats Male 8 weeks C. albicans No Palate,
immunity States 16 mucosa,
tongue and
gingiva
Taguchi 2011 Medical Japan 13 12 6 Mice ICR mice Female | Not clear C. albicans Prednisolone Tongue,
et al mycology cheek and
journal palate
Martins et | 2011 Oral surgery | Brazil 83 56 Group 1: Rats Rattus Male 17 days C. albicans No Tongue
al oral 40 rats, norvegicus,
medicine Group 2 : Albinus,
oral 16 rats first Wistar
pathology step.Secon
oral d step n=4
radiology per group,
and according
endodontolo the
gy treatment
Dwivediet | 2011 Plos one United 114 16 4 animals Mice E C57BL/6 Female | 5days C. albicans Cortisone acetate Tongue
al States per group mice
Nett et al 2010 Infection and | United 193 Not Not clear Rats Specific- Male 5 days C. albicans Cortisone acetate Tongue and
immunity States clear pathogen-free palate
male
spraguedawle
y
Dwivedi 2009 Medical United 73 42 Group 1 Mice C57BL/6 Female | 19 weeks C. albicans Immunocompromised Tongue
mycology States n=12, female mice
Group 2
n=12,
Group 3=
12, Group
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Hisajima 2008 Microbiology | Japan 73 Not Not clear mice ICR mice female | 2 after . albicans Prednsiolone Tongue
and clear exposions
immunology
Yanagi 2008 Biological & Japan 10 Not Not clear mice ICR mice female Not clear . albicans Prednisolone Tongue
pharmaceuti clear
cal bulletin
Hisajima 2008 Medical Japan 30 20 5 mice ICR mice female 1-3 hours . albicans Prednisolone Tongue
mycology after infection
Chiang 2007 Cellular United 57 144 8 mice pathogen-free | male 5 days . albicans Cortisone acetate tongue and
microbiology | States BALB/c male adjacent
mice sublingual
tissue was
excised from
the jaw.
Green 2006 Medical United 45 Not Not clear rats Sprague- female | 3to 5days . albicans sialoadenectomized Mucosa ,
mycology States clear Dawley rats tongue, jaw ,
palate and
pharynx
mucosa
Taguchi 2005 Japanese Japan 41 20 5 mice ICR mice female Not clear . albicans Prednisolone tongue
journal of
medical
mycology
Farah et 2005 Oral Australia | 18 30 10 Mice pathogen-free | female Not clear . albicans No blood
al microbiology BALB/c collection
and
immunology
Park etal | 2005 Cellular United 218 24 ou 7-8 ou 15- Mice BALB/c mice female | 5days . albicans Cortisone acetate tongue
microbiology | States 48 16
Zhang 2004 Journal of China 13 60 30 Mice Nunming mice | male Not clear . albicans With Oropharynx,
Huazhong because mice cyclophosphamide tongue,
University of were throat and
Science and sacrificed a! jaw
Technology. different tirm'
Medical points after
sciences lhv

inoculation
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Totti 2004 Brazilian Brazil 15 324 156 Mice Mus musculus | male 1,2,3,5, and | C. albicans No tongue
oral xerostomic 8 days after
research mice, 156 inoculation
mice with and at 15-day
normal intervals up
salivary to 165 days
flow and 12
controls
Kamagata | 2004 Journal of Japan 31 16 4 mice ICR mice female | 5days C. albicans Prednsiolone tongue
-Kiyoura infection and
chemothera
py
Takakura | 2003 Microbiology | Japan 148 Until33 | 5to 11 mice ICR mice female | 7 days C. albicans Prednisolone tongue
and
immunology
Takakura | 2003 Antimicrobial | Japan 193 Not 3to4 mice ICR mice female 1,3,5,and7 | C. albicans Prednisolone Tongue, soft
2 agents and clear palate and
chemothera mucosal
py surfaces
Elahi 2003 Vaccine Australia | 11 15 05t0 8 mice Male BALB/c male 2 weeks C. albicans No tongue,
(H-2d) and cheek and
DBA/2 mice soft palate
(H-2d)
Teichert 2002 Oral surgery | United 348 75 Not clear mice with severe Not Four weeks C. albicans with severe combined tongue
oral States combined clear immunodeficiency
medicine immunodeficie disease
oral ncy disease (SCID)
pathology (SCID)
oral
radiology
and
endodontolo
gy
Kamai 2002 Infection and | Japan 108 24 6 mice pathogen-free | male viable counts | C. albicans Cortisone acetate tongue
immunity male ddY mice in the oral
tissue on
days 1, 2,
and 3

postinoculatio
n.
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Farah

2002

Oral
microbiology
and
immunology

Australia

47

50

10 per
group

mice

BALB/c female
nude athymic
mice (nu/nu)
and euthymic
controls

female

70 days at
least, oral
tissues
sampled on
days 0, 4, 8,
and 14. Nude
mice were
reconstituted
with 3 x 10(7)
naive
lymphocytes
following oral
inoculation.

C. albicans

Immunocompromised

tongue,
palate and
mucosa
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Os artigos foram publicados entre os anos de 2002 e 2022. O peridédico em
que foram encontrados mais artigos relacionados ao tema foram: Infection and
Immunity 7,84%(n=4), Medical Mycology 7,84% (n=4) e o Cellular Microbiology
5,88% (n=3) (Tabela 1). Em relacdo aos paises que mais publicaram, os Estados
Unidos representaram 35,29% (n=18), Japao 25,49% e Brasil com 15,68% (n==8)
(Figura 2). O artigo mais citado, com um total de 218 citagcOes, também foi
pulicado na Cellular Microbiology.

A rede de autores que mais publicaram na area esta demonstrada no mapa
e a rede de colaboracao entre eles pode ser observada pelas setas adjacentes
(Figura 3). Também foi identificada a densidade da distribuicdo das palavras-
chave mais encontradas nos estudos selecionados (Figura 4).

As caracteristicas acerca do delineamento dos estudos sdo apresentadas
na tabela 1. Nessa tabela, sao visualizadas informagdes sobre tamanho amostral,
tipo de animal, tipo de infec¢do, imunossupressao e 6rgéao avaliado. A amostra
total variou entre 20 animais a 324 distribuidos de acordo com os grupos
experimentais.

Em relacdo ao tipo de animal, os modelos consideram principalmente o uso
de camundongos 86,27% (n=44) seguido pelo uso de ratos 13,72% (n=7). Em
relacdo a linhagem dos animais, as maiores ocorréncias foram de camundongos
tipo C57BL/6J 29,4% (n=15) e camundongos do tipo ICR 21,56% (n=11). Em
relacdo a linhagem encontrada nos ratos, a linhagem Wistar, foi a mais
encontrada com 5,88% (n=3). O uso de fémeas foi de 68% (n=32), ja o de
machos foi de 31,91% (n=15) (Tabela 1).

A duracao da infec¢ao variou de 3 horas a 24 semanas, de acordo com o
escopo de cada estudo. Todos utilizaram C. albicans para o modelo de infec¢ao.
Alguns estudos consideraram outras espécies do género como, por exemplo,
Nakaseomyces glabratus e C. tropicallis. Outros artigos também utilizaram
infecgbes por estreptococos orais, dentre eles o Streptococcus oralis e S. mutans.
A maioria dos modelos utilizou a imunossupressdo com algum tipo de
medicamento para desenvolver a infecgao (60,78%, n=31). O acetato de cortisona
foi o imunossupressor mais utilizado 33,33% (n=17). A Prednisolona foi utilizada
em 23,52% (n=12) e a Ciclofosfamida foi utilizada em 3,92% (n=2).
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O dérgaomais coletado para avaliagao foi a lingua 94,11% (n=48). Os outros
orgaos coletados foram: palato 17,64% (n=9), a mucosa jugal 7,84%(n=4) e o
es6fago e mandibula 588 9 (n=1) . Alguns dos estudos encontrados

consideraram mais de um tipo de érgaos para analise (Tabela 1).
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Figura 2. Mapa dos continentes e dos paises encontrados na busca.
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Figura 3. Mapa de colaboragdo entres os autores que mais publicaram
estudos em modelo murino para avaliagdo da candidiase. As setas

correspondem a co-autorias.
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Figura 4. Mapa com a densidade da distribuicdo das palavras-chave mais

encontradas nos estudos selecionados com a contagem total (n= 25).
DISCUSSAO

Estudos in vivo para avaliagdo da candidiase oral tém sido realizados ao
longo dos ultimos 20 anos. A partir do levantamento da literatura, foram
selecionados apenas artigos dos quais as metodologias avaliaram a cavidade
bucal em modelos murinos. Por tais razdes, o numero de artigos encontrados na
busca foi reduzido por seus delineamentos ndo avaliarem o assunto principal do
presente estudo bibliométrico, a candidiase oral. Dentre os estudos incluidos,
foram encontrados diversos tépicos relacionados ao tema, desde estudos que
avaliaram mecanismos envolvidos na fisiopatologia da doenca (6, 11,12,13,14)
até mesmo metodologias que testaram o uso de farmacos, substancias e
medicamentos, por exemplo (15,16,17).

De acordo com os resultados encontrados, foi observado que as
tendéncias variaram desde o tipo de animal, sexo, linhagem a quantidade de
animais por grupo e o tipo de imunossupressao para o desenvolvimento da
candidiase. Nesse contexto, os desfechos também foram coerentes com os
objetivos de cada estudo. Em todos os artigos encontrados, o modelo animal
conseguiu atender os respectivos escopos propostos.

Os achados especificos relacionados ao tipo de animal, sexo e linhagem
demonstraram uma predilecdo por C57BL mice e o ICR mice, porém os artigos
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nao discutiram essa predilegdo como escopo. A escolha pode estar relacionada
as facilidades, a disponibilidade ou ao protocolo escolhido, o tempo experimental
também pode ter sido um fator determinante. Em relacdo ao sexo, a maioria dos
autores preferiu 0 uso de fémeas, esse fato pode ser atribuido a questbes
relacionadas ao ciclo estral e a ansiedade (18), que podem interferir nos
protocolos escolhidos. Ou seja, sugerimos que as predilecdes nao significam
necessariamente que sejam melhores, sendo a metodologia empregada o fator de
escolha principal.

O achado mais importante deste estudo bibliométrico que destacamos é
uso da lingua como principal 6rgao coletado para avaliar a disseminacao da
candidiase oral em modelos murinos. Isso pode estar relacionado ao fato de ser
um o6rgéo facil de coletar, quando comparada a outras estruturas, ja haver uma
gradagdo com escore para avaliagdo das lesbes (19), além de nado precisar de
dispositivos para simular uma candidiase em outros sitios como no palato por
exemplo, o que demonstra ser um 6rgao importante de ser coletado nos estudos
relacionados a esta temética.

Outro ponto que podemos destacar € a importancia da imunossupressao
ou uso de linhagens especificas ja imunossuprimidas para o desenvolvimento da
candidiase, pois ao considerar que C. albicans nao faz parta da microbiota
comensal de murinos, teoricamente apenas murinos com imunidade suprimida,
conseguem desenvolver as lesdes mais avangadas. Assim, € possivel observar
uma maior carga de microrganismos e biomassa total do biofilme (4). Dessa
maneira, 0s principais tipos de imunossupressores utilizados foram acetato de
cortisona e prednisolona, ambos corticoides em dose mais elevadas para os
efeitos imunossupressores serem observados. Além disso, as dosagens
escolhidas foram similares nos estudos encontrados.

Em relacdo aos periddicos, os que mais publicaram foram Infection and
Immunity, Medical Mycolgy e Celular Microbiology. Todos s&o periddicos que
publicam na lingua inglesa, o que reforca a predilecdo pela mesma (20). Também
foi observado que os Estados Unidos foram o pais mais apresentou publicagdes,
o que reforca que a lingua nativa também € o inglés. Em relacdo a este achado, é
possivel observar que a maioria das pesquisas além de publicarem nesta lingua
também foi originada deste local, também receberam o maior numero de citagoes,

0 que pode demonstrar a expertise e investimento nessa area.
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Dentre outros paises, podemos destacar o Japao e o Brasil. Por outro lado,
os demais continentes apresentaram um numero mais baixo, ou até mesmo
nenhum artigo com os objetivos do presente estudo. Vale destacar que foram
encontrados artigos oriundos de tais locais, porém os mesmos nao atenderam
aos critérios de inclusdo e exclusdo. Tal achado pode indicar pesquisas em
andamento ainda nao publicadas.

A partir dos resultados da presente revisao bibliométrica, foi observado que
0 maior numero de citagdes e publica¢cdes foi oriunda dos Estados Unidos, o tipo
de animal mais utilizado foram as fémeas, com imunossupressao e camundongos
com as linhagens ICR mice e C57BL/6J e o 6rgao mais coletado para avaliagao
da candidiase oral foi a lingua. Destacamos a importancia desses estudos para
coletar informagbes presentes na literatura em relagdo as tendéncias e
metodologias mais aplicadas no estudo da candidiase oral em murinos dos
ultimos 20 anos. Os autores reforcam a importancia de conhecer o contexto e

aplicabilidade em cada delineamento de futuros estudos.
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Resumo

O diabetes mellitus e a candidiase oral sdo doencas de alta prevaléncia. Elevados
niveis de colonizagado e invasao fungica podem ser encontrados em pacientes
diabéticos devido as suas condigdes sistémicas. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito do diabetes aloxanico e do tratamento com fluconazol na
coinfeccao de biofilmes mistos de Candida albicans e Streptococcus oralis em
ratos Wistar machos. Os animais (n=24) foram distribuidos em: grupo nao-
diabético e sem tratamento (CTR, n=6), grupo n&o-diabético e tratado com
fluconazol (FLU, n=6), grupo diabéticos e sem tratamento (DCTR, n=6), grupo
diabéticos e tratados com fluconazol (DFLU, n=6). As dosagens de aloxana foram
de 120 a 240 mg/kg de aloxana antes do periodo de coinfec¢do. O protocolo de
coinfec¢cao seguiu com administragdo de prednisolona 100 mg/Kg e suspensodes
de C. albicans ATCC 90028 e S. oralis ATCC 35037 inoculadas via swab na
cavidade oral e administradas ad libitum na agua. O fluconazol (10 mg/kg) foi
administrado a cada 12 horas. Os dados foram analisados por ANOVA one-way e
teste de Tukey (a= 5%). Os animais diabéticos ndo tratados com fluconazol
(DFLU) apresentaram maior invasao epitelial por hifas e hiperqueratose na lingua,
assim como maior quantificacdo de DNA de C. albicans (p<0,05). A expressao
génica de SAP6 indicou que nao houve diferenca significativa nos grupos
avaliados (p>0,05). Em relagdo a expressao génica de HWP1, observou-se que
houve diferenga entre os grupos dos animais saudaveis e os animais diabéticos
(p<0,05). Do ponto de vista histologico, foi observada uma reducado da invasao
fungica no grupo tratado com fluconazol. Dessa forma, pode-se sugerir que o
diabetes aloxanico e o tratamento com fluconazol apresentam efeitos em modelo

coinfecgao de candidiase oral.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Aloxano.Fluconazol. Candidiase Bucal.

Streptococcus oralis.
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Introducao

O diabetes mellitus caracteriza-se pela hiperglicemia (Arneth et al., 2019).
Pode ser classificada primariamente em tipo 1, devido a destruicdo autoimune de
células B, ou tipo 2 de carater ndao imune, devido a perda da capacidade
adequada de secrecdo de insulina pelas células B, ocasionando resisténcia
insulinica e sindrome metabodlica (ElSayed et al., 2023). Dessa forma, é
considerada uma das doengas crbnicas mais prevalentes nos dias atuais,
afetando cerca de 537 milhées de adultos entre 20-79 anos (International
Diabetes Federation, 2021; Sun et al., 2022).

Recentemente, a candidiase oral tem sido associada ao diabetes mellitus
(Al-Janabi et al., 2023; Martorano-Fernandes et al., 2020). Estudos prévios tém
demonstrado que concentragbes elevadas de glicose aumentam fatores de
viruléncia dos biofilmes como o total de biomassa, a viabilidade celular e unidades
formadoras de coldnia de espécies de Candida (Hosida et al., 2018; Bezerra et
al.,, 2019; Brito et al.,, 2021). Adicionamente, do ponto de vista clinico, os
portadores de diabetes mellitus podem apresentar reducdo na atividade
neutrofilica, alteracdes salivares e um aumento de Candida spp. (Mussi et al.,
2022).

As estimativas globais apontam que as infec¢des fungicas afetam mais de
1 bilhdo de pessoas por ano, incluindo 2 milhées de casos de candidiase oral
(Bongomin et al., 2017). Candida albicans € a espécie mais associada nesses
casos (Sampath et al., 2019; Pellon et al., 2020) capaz de causar infecgbes
graves com risco de vida associado (Lopes; Lionakis 2022). E considerada como
um patobionte, uma vez que adquire patogenicidade em resposta a alteragdées no
equilibrio ambiental que suprimem a imunidade do hospedeiro (Pellon et al.,
2020).

Um dos principais fatores de viruléncia que esta associado a C. albicans é
a capacidade formacao de biofilmes disbidticos, tanto em interagcdes com outras
espécies de Candida quanto em associacao com estreptococos orais (Bertolini;
Dongari-Bagtzoglou 2019; Morse et al., 2019 Wall et al., 2019). Dessa maneira,
destaca-se a relagcédo entre biofilmes de C. albicans e Streptococcus oralis, que
tem apresentado maior viruléncia e patogenicidade (Koo; Andes; Krysan 2018;

Martorano-Fernades et al., 2023a). Além disso, essa interagdo tem sido associada

36



a uma maior susceptibilidade para colonizagcdo comensal e a capacidade de
induzir alteragbes durante infecgées pelo fungo nas superficies mucosas,
aumentando a invasao tecidual em casos especificos (Xu et al., 2014, Xu et al.,
2016, Xu et al., 2017).

Os impactos do diabetes mellitus e da candidiase oral também tém sido
estudados em modelos murinos, uma vez que essas duas condigbes podem ser
induzidas em murinos. Uma das abordagens para induzir um estado similar ao do
diabetes mellitus tipo 1, envolve a administracdo de aloxana, que tem a
capacidade de destruir as células B pancreaticas (Ilghodaro et al., 2017). Também
€ possivel avaliar a interacdo entre o diabetes mellitus e a candidiase oral por
meio da administracdo de medicamentos para desenvolver imunossupressao
(Sano et al., 2014; Venturini et al., 2016).

Neste cenario, tendo em vista que a mucosa oral é o local mais comum de
infeccdo e a porta de entrada para infecgdes sistémicas, € preciso considerar a
utilizacdo de medicamentos com a maxima eficacia no tratamento da candidiase
oral (Fang et al., 2021). Portanto, no que concerne ao tratamento da candidiase,
embora haja uma variedade de antifungicos disponiveis, observou-se que a
terapia com fluconazol se destaca por sua eficiente agao antifungica (Fang et al.,
2021).

No entanto, embora existam estudos que tenham considerado o fator
diabetes em modelos de candidiase em murinos (Sano et al., 2014; Venturini et
al., 2016), até o momento ndo foram identificadas pesquisas in vivo que tenham
abordado o efeito do diabetes aloxanico em modelos de coinfec¢ao envolvendo C.
albicans e S. oralis e 0 seu tratamento com fluconazol em conjunto. Os resultados
dessa interacdo podem ser fundamentais na compreensao fisiopatologia da
candidiase oral no contexto do diabetes mellitus. O objetivo deste estudo é
investigar o efeito do diabetes induzido pela aloxana e do tratamento simulténeo
com fluconazol na viruléncia e patogenicidade da coinfec¢do entre C. albicans e

S. oralis em um modelo experimental em ratos Wistar.

Materiais e Métodos

Aspectos éticos
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Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) sob protocolo n? 9611061022 (ID
001826), e esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA) (Anexos 1).

Microrganismos utilizados e padronizacao do inéculo

As cepas de referéncia utilizadas foram Candida albicans (ATCC 90028) e
Streptococcus oralis (ATCC 35037). A concentragao de células foi determinada
em espectrofotometro (LGl Scientific 0741/16, Brasil), no comprimento de onda
equivalente a 600 nm. A densidade celular foi estabelecida na absorbéancia de
1,0+£0,02, correspondente a concentracéo de 6,0 x 10® UFC/mL de C. albicans e

2,5 x 10° UFC/mL de S. oralis. O inoculo foi padronizado em soluc&o salina 0,9%.
Animais

A amostra foi composta por ratos (machos da linhagem Wistar — Rattus
norvegicus) média de peso de 300g (n=24) obtidos e alocados no Biotério na
Unidade de Producgédo de Animais — UPA vinculada ao Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba (IPeFarM/UFPB).
Nas duas semanas antecedentes ao inicio do experimento os animais passaram
pelo periodo de aclimatacdo, em temperatura média de 23°t2°C, em ciclo
claro/escuro de 12h/12h, com acesso a agua potavel ad libitum e racao
adequada. Os mesmos foram alocados em caixas de polipropileno com tampa
zincada (gaiolas), cada uma contendo trés animais. Todos os grupos foram
submetidos a co-infeccdo com C. albicans e S. oralis. A amostra foi dividida em
cinco grupos: grupo CTR, nao-diabético, sem tratamento (n=6), grupo FLU, ndo-
diabético, tratado com fluconazol (n=6) todos com 30 dias de idade, grupo DCTR,
diabéticos, sem tratamento (n=6), grupo DFLU, diabéticos, tratados com

fluconazol (n=6).

Modelo animal
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Neste modelo, foi avaliado o efeito do diabetes e do tratamento com
fluconazol na candidiase oral induzidos em ratos a partir da co-infeccdo com C.
albicans e S. oralis. O protocolo foi adaptado a partir dos modelos de co-infecg¢ao
(Xu et al., 2014), de inducado do diabetes mellitus tipo 1 pela aloxana (Venturini et
al., 2016; Ighodaro et al., 2017) e pelo tratamento com fluconazol (Cruz et al.,
2018). O periodo experimental do estudo foi dividido em duas etapas, inicalmente
foi realizado o protocolo de infeccdo e candidiase sem indugdo do diabetes
mellitus, e em seguida o protocolo de infeccdo com o diabetes mellitus.

Dessa maneira, para os grupos CTR e FLU, inicialmente foi realizada a
imunossupressao via intraperitoneal (IP) com prednisolona 100 mg/kg, dissolvida
em solugao salina (NaCl 0,9%) (Cruz et al., 2018). Esses procedimentos foram
necessarios para viabilizar colonizagdo dos microrganismos (Xu et al., 2014; Xu et
al., 2016). No dia seguinte, os animais foram anestesiados via intraperitoneal (IP)
com cetamina:xilazina (90-100 para 10 mg/kg da massa corporal,
respectivamente), no maximo 30 minutos antes da realizacdo da coinfeccao.

A coinfecc¢ao foi realizada com uma solucdo de 100 uL de C. albicans e S.
oralis padronizada que foi semeada em toda cavidade bucal, por meio de um
swab. O swab permaneceu durante duas horas embaixo da lingua dos roedores
(Xu et al., 2014). A prednisolona foi administrada novamente 48 h apos a primeira
administracdo para reforcar a imunossupressao dos ratos. Durante os trés dias
subsequentes, os animais também receberam uma solucao diaria de C. albicans
e S. oralis na 4gua, ad libitum. (Xu et al., 2014; Xu et al., 2016).

No grupo FLU, o qual recebeu o tratamento com fluconazol, foi realizada
administracao intraperitoneal do medicamento na dose de 10 mg/Kg, apés o
periodo de 3 horas da infeccao inicial. Os grupos nao-tratados com fluconazol
foram submetidos a administracdo intraperitoneal (IP) de soro fisiologico (NaCl
0,9%). A administracdo de fluconazol ou soro fisioldgico foi repetida a cada 12
horas. O periodo experimental completo totalizou 5 dias e apdés 72h da infegcao
inicial por C. albicans e S. oralis, os animais foram sacrificados por meio da
eutanasia e a coleta do material para analise (Figura 1).

A inducdo do diabetes mellitus foi realizada nos grupos DCTR e DFLU,
inicialmente foi realizada a administracdo intraperitoneal (IP) de 120 mg/kg de
aloxana (Sigma- Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) os animais refratarios, que

apresentaram resisténcia inicial, ou seja, ndo apresentaram valores de glicose em
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jejum de 250 mg/dL medidos no glicosimetro (Accu-check active,Roche®
Diabetes Care), receberam mais uma dose de 120 mg/kg, resultando em um total
de 240 mg/kg para induzir a destruicdo seletiva das células B pancreaticas
produtoras de insulina (Lenzen 2008; Venturini et al 2016;Ighodaro et al., 2017).
A hiperglicemia foi confirmada ap6s 72 horas. Apenas ratos apresentando niveis
de glicose no sangue superiores a 250 mg/dL foram incluidos no estudo e foi
iniciado o mesmo protocolo para inducdo de candidiase oral do modelo de co-
infeccdo de cinco dias dos grupos nao-diabéticos (Figura 1).
Nao diabéticos

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Imunossupresséao
Co-infecgédo diaria

\
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Mensuracéo da Glicemia Re-administracdo em Confirmacéo do diabetes ) ~
em jejum refratarios acima de 250 mg/dL Protocolo de infecgéo

v

L

—
Indugéo do diabetes
aloxanico

Periodo prévio de administracdo de 120 a 240 mg/kg de aloxana e confirmagao da hiperglicemia acima
de 250 mg/dL em jejum.

Administracdo de Prednisolona 100 mg/kg

Co-infecgédo de Candida albicans (Ca) e Streptoccus oralis (So) via swab

Solugéo diaria Solugéo diaria de Ca e So na agua ad libitum.

- =y

N
2
S,
]
1

L2 Apos 3 horas da infecg@o, inicio administragéo fluconazol 10mg/kg ou 0,9% de solug&o salina

Terapia com fluconazol realizada a cada 12 horas ou solug&o salina 0,9%

Figura 1. Esquema metodolégico das etapas envolvidas no protocolo. Animais diabéticos
receberam administragao intraperitoneal de aloxana 120 mg/kg a 240 mg/kg. Niveis de glicose
acima de 250 mg/dL foram considerados. As etapas de co-infec¢do para o grupo dos animais
diabéticos e ndo diabéticos foram iguais. Os animais foram imunossuprimidos com prednisolona
100 mg/kg IP. A coinfec¢cdo de C. albicans e S. oralis foi via swab na cavidade oral. Apés o
periodo de 3 horas pés infecg¢ao, foi iniciado o protocolo de administracdo do fluconazol com
10mg/kg a cada 12 horas ou 0,9% nos grupos controle. Diariamente novas suspensdes de C.

albicans e S. oralis eram disponibilizadas ad libitum na agua. O protocolo foi seguido até a
eutanasia no ultimo dia.
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Eutanasia e exame fisico dos animais

Apos o término do periodo experimental, os animais foram eutanasiados
com uma inje¢ao de anestésicos (cetamina 225 mg/kg + xilazina 30 mg/kg), como
recomendado pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA de 2018 na
resolucdo Normativa N237/2018, referente a roedores e pequenos mamiferos. A
eutanasia foi realizada em sala reservada, com auxilio de seringas estéreis e foi
realizada em um animal por vez.

O exame fisico foi realizado em sala com iluminagdo apropriada (foco de
luz), por meio de observacao direta e com auxilio de sonda exploradora e pinca
Dietrich (Golgran® S&o Caetano do Sul, SP) Os tecidos moles foram afastados
com o auxilio de pinca e cabo de bisturi (Golgran® S&o Caetano do Sul, SP).
Foram feitas fotografias e avaliacdo quanto a extensdo de lesbes. Os tecidos
coletados foram lingua, palato e pancreas. Todos os tecidos foram lavados com

solucao salina 0,9% apos a coleta.

Processamento histologico e analise histolégica em microscopia de luz

Imediatamente apos a eutanasia e exame fisico, em um frasco plastico
com identificacdo da amostra correspondente, composto por 300 ml de solucéo
fixadora foram adicionados os tecidos coletados. O agente fixador utilizado para
este estudo foi o paraformaldeido tamponado 10% (PFA 10%) com pH 7,4 e
molaridade 0,1Molar (0,1M) - tampéao fosfato. Os frascos foram tampados,
mantidos em temperatura ambiente e as amostras ficaram em solucao fixadora
por aproximadamente 48 horas.

Em seguida, as amostram foram adicionadas aos cassetes € incluidos em
um béquer para lavagem, com tampao fosfato-salino 0,01M (PBS 1x) pH 7,4
durante trés dias, com troca diaria da solucdo. Apdés a lavagem, as amostras
passaram por processo de desidratagdo em banhos de solugcoes com
concentragbes ascendentes de alcool etilico, clarificadas em tolueno,
impregnadas em banhos de parafina a uma temperatura maxima de 60°C e
incluidas em parafina em moldes para incluséo.

Ap6s a etapa de inclusdo, os blocos de parafina foram cortados no
microtomo. Cortes coronais de espessura 5 pym foram realizados. As laminas

selecionadas para microscopia 6ptica foram coradas pela técnica do Acido
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Periodico de Schiff (PAS), também coradas com Hematoxilina-eosina (HE) e
visualizadas sob aumento de 10x.

Os cortes foram observados e analisados em microscépio de luz, avaliadas
e fotografadas através do software KS300. Os cortes foram avaliados

qualitativamente quanto a presencga ou auséncia de infecgao e inflamacgao.

Extragcéo e quantificacéo relativa de DNA da lingua

Imediatamente ap6s a coleta das amostras, as porgbes de tecidos
infectados pelos biofilmes (metade da lingua) foram transferidas para microtubos
contendo solucao de TriZol (Sigma- Aldrich Co., St Louis, MO, EUA). O DNA das
amostras foi extraido e purificado utilizando protoclo descrito por Cavalcanti et al.
(2015). As amostras foram solubilizadas em tampao de lise celular (Roche®),
seguida por separagao de acidos nucleicos com uso de
fenol:cloroformio:isoaminoalcool (25:24:1 v/v). Em seguida, a fase aquosa foi
recuperada e as amostras foram precipitadas alcool absoluto. O DNA total foi
recuperado e suspendido com agua para biologia molecular.

A quantificacdo dos microrganismos presentes nas amostras de tecido
infectado foi avaliada por meio de Reacao em Cadeira da Polimerase quantitativa
(gPCR), conforme metodologia relatada por Cavalcanti et al. (2015). Os primers e
o tamanho dos produtos da reacdo de PCR foram relatados previamente na
literatura (Cavalcanti et al., 2015), sendo definidos a partir do codigo genético de
referéncia disponivel na plataforma NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).
O desenho e a especificidade de cada primer foram verificados utilizando-se a
ferramenta primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi) (Ye et al., 2012). Os primers para deteccdo de C. albicans foram
os seguintes: Primer Foward: TGCTGAACGTATGCAAAAGG, Primer Reverse:
TGAACAATGGATGGACCAGA.

Os ensaios de quantificagao por reagdo em cadeia da polimerase (QPCR)
foram realizados em triplicata, em placas de 96 pocos, utilizando o equipamento
QuantStudio 3 (AppliedBiosystems). As reagbes de PCR foram montadas
utilizando-se 2 pL da amostra de DNA, 10 pL (x2) do SYBR Green PCR master
mix, 1 pL de cada primer (5 mM), e 6 yuL de agua para biologia molecular. As
reagoes foram conduzidas por meio de desnaturacgdo inicial a 952 C por 2 min,
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seguida de 40 ciclos de desnaturagao a 95°C por 15 s, anelamento dos primers a
602C por 30 s e extensao dos primers por 30 s. Uma extensao final a 72°C foi
realizada por 2 minutos, seguido por resfriamento a 4°C. Uma curva de
dissociacao (melting curve) foi utilizada para verificar a especificidade do produto
amplificado. Apdés a reacdo de gPCR, o limiar de fluorescéncia foi ajustado
conforme as curvas de amplificagdo do gene avaliado, sendo determinado o
numero de ciclos que cada amostra atingiu o limiar de fluorescéncia pre-definido
(cycle threshold - Ct). A quantificacdo relativa foi realizada por meio da
comparacao do limiar de fluorescéncia (Ct) das diferentes amostras (Bustin et al.,
2009). O grupo normosistémico tratado com Fluconazol (FLU) foi utilizado como

controle de referéncia, pois era esperado o menor quantitativo de microrganismos.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Imediatamente apds a coleta das amostras, metade da lingua dos animais
infectados pelos biofilmes foi transferida para microtubos contendo solucao TriZol
(Sigma- Aldrich Co., St Louis, MO, EUA), sendo mantidos a -202 C para extracao
e purificacdo do RNA dentro de 48 h.

O RNA das amostras foi extraido e purificado utilizando o sistema High
Pure RNA Tissue Kit (Roche®). Os acidos nucleicos foram separados por
fenol:cloroférmio:isoaminoalcool (25:24:1 v/v), sendo a porgao aquosa transferida
para microtubos com filtro de separacdo. O RNA total foi recuperado apos
tratamento com DNAse | (Cavalcanti et al., 2015).

Aliquotas de 1 pg (5 pL) de RNA foram utilizadas para sintese de cDNA,
utilizando-se o Kit GoTag® gPCR and RT-gPCR Systems (Promega,
Southampton, UK). Para isso, foi utilizado 1 pL de dNTPs (10 mM), 1 uL de
random primers (50 pg/mL), 1 uL de RNasin RNase inhibitor (25 U/uL), 5 uL de M-
MLV reaction buffer (5%) e 1 uL de M-MLV (200 U/uL) (Promega, Southampton,
UK). O volume final da reacédo (25 pL) foi completado com agua para biologia
molecular. A reacao foi incubada por 70°C por 5 minutos, seguida por incubacao a
37°C por 60 minutos. O cDNA resultante foi armazenado a -20°C para os ensaios

quantitativos de reagcdo em cadeia da polimerase (qPCR).

Real-time RT-gPCR
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A expressao génica de HWP1 e SAP6 nos biofilmes foi definida segundo
0s genes de interesse descritos no Quadro 1. Os primers e o tamanho dos
produtos da reacdo de PCR foram definidos a partir do codigo genético de
referéncia disponivel na plataforma NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).
O desenho e a especificidade de cada primer foi verificada utilizando-se a
ferramenta primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi) (Ye et al.,, 2012). A especificidade dos demais primers foi
confirmada apos experimentos preliminares envolvendo extragdo de DNA.

A expressado de genes envolvidos com a viruléncia de C. albicans foi
determinada pelos genes HWP1 (proteina da parede celular de hifa) e SAP6
(aspartil-proteinase secretada). O gene ACT1 (C. albicans) foi utilizados como

referéncia para expressao génica basal (housekeeping) (Quadro 1).

Quadro 1 - Genes de interesse listados para avaliagdo da expressao génica do
epitélio e dos biofilmes de Candida. A sequéncia dos primers e o tamanho dos
produtos de PCR foram definidos a partir do codigo genético de referéncia

(Nucleotyde NCBI Genebank), utilizando-se a ferramenta primer-BLAST.

. . Tamanho | Genebank
Gene de interesse Primers
Produto number
ACT1L - C. albicans  actin | FW - TGCTGAACGTATGCAAAAGG
. 186 bp XM_019475182.1

(housekeeping) RV - TGAACAATGGATGGACCAGA
HWP1 - Hyphal wall protein FW - TCTACTGCTCCAGCCACTGA

. 248 bp XM_704869.2
(C. albicans) RV - CCAGCAGGAATTGTTTCCAT
SAPG6 - Secreted Aspartyl Proteinase FW - TTCCAAAATGGCGTGGTGAC

. 262 bp XM_714012.1
(C. albicans) RV - CTGGTAGCTTCGTTGGCTTG

Os ensaios de quantificacdo da expressao génica por reacdo em cadeia da
polimerase (qPCR) foram realizados em triplicata, em placas de 46 pocos,
utilizando instrumento QuantStudio 3 (AppliedBiosystems). As reacdes de PCR
foram montadas utilizando-se 2 pL da amostra de cDNA, 10 pL (x2) do SYBR
Green PCR master mix, 1 uL de cada primer (5 mM), e 6 pL de agua para biologia
molecular. As reagdes foram conduzidas por meio de desnaturacao inicial a 952 C
por 2 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacao a 95°C por 15 s, anelamento dos
primers a 60°C por 30 s e extensdo dos primers por 30 s. Uma extenséao final a
72°C foi realizada por 2 minutos, seguido por resfriamento a 4°C. Uma curva de
dissociagdo (melting curve) foi utilizada para verificar a especificidade do produto

amplificado.
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Apos a reacao de gPCR, o limiar de fluorescéncia foi ajustado conforme as
curvas de amplificacdo dos genes avaliados. A comparagéo entre os grupos foi
baseada no numero total de ciclos no qual os genes alvo e de referéncia atingiram
o mesmo limiar de fluorescéncia (Ct). A expressao génica relativa foi determinada
pelo calculo do “2Ct (Livak; Schmittgen, 2001; Bustin et al., 2009).

Anélise estatistica

Os dados foram analisados por estatistica inferencial no software Jamovi
(The Jamovi Project,Version 2.3), no qual foram avaliadas hipéteses de diferenca,
considerando o nivel de significancia de 5% e o poder estatistico de 80%. Foi
aplicado o teste ANOVA one-way/teste de Tukey e atribuida uma significancia de
5%. A avaliacdo da macroscopica e dos cortes histolégicos foi realizada de

maneira qualitativa.

Resultados

Ao final do periodo experimental, houve um total de quatro perdas. Um dos
animais do grupo de saudaveis nao tratados com fluconazol (CTR) e outros trés
do grupo diabéticos ndo tratados com fluconazol (DCTR). Os demais animais
sobreviveram até o final do periodo experimental.

As imagens representativas das linguas dos ratos apés o experimento
estdo apresentadas na figura 2. Ao exame macroscopico, observaram-se areas
de lesbes eritematosas nos grupos infectados e sem tratamento (Figs. 2A e 2C).
O grupo diabético e tratado com salina apresentou lesdes com padrao
esbranquigcado e aspecto bolhoso (Fig. 2C). Os grupos infectados e tratados com
fluconazol apresentaram pequenas e discretas areas eritematosas (Figs. 2B e
2D).

Nos cortes histolégicos do pancreas, € possivel observar que nos grupos
em que nao houve inducdo do diabetes aloxanico, as ilhotas de langerhans
apresentaram-se em condi¢cées de normalidade (Figura 3 A, B e E). Nos demais
cortes observa-se a auséncia destas estruturas (Figura 3 C e D).

Nas figuras representativas do palato em HE, os o epitélio dos grupos nao-
diabéticos ndo apresentaram alteragbes na derme (Figura 4 A, B e E). No grupo

diabético ndo tratado com fluconazol (DCTR), houve reducédo da espessura do
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epitélio e presenga de ulcera e presenca de vasos dilatados (Figura 4 C). No
grupo DFLU, destaca-se atrofia da epiderme (Figura 4D). Ja nos cortes do palato
em PAS, ndo ha presenca de estruturas fungicas em nenhum dos grupos (Figura
5).

Em relacdo aos cortes histologicos da lingua em HE, o grupo DCTR
apresentou alteragées em relagcdo aos demais grupos (Figura 6 C), pois nele
podemos observar atrofia papilar acompanhada de hiperqueratose além de
apresentar musculatura irregular e reducao da lamina propria. Os demais grupos
apresentaram epitélio homogéneo e area muscular continua (Figura 6A, B, D e E).
Nas imagens da lingua coradas com PAS observam-se mais estruturas fungicas
nos grupos diabéticos DCTR e DFLU (Figura 7 C e D) quando comparada aos
demais grupos (Figura 7 A, B e E).

A andlise de quantificagcdo de DNA de C. albicans nas linguas dos animais
foi realizada nos grupos FLU, CTR, DFLU e DCTR. Os resultados indicaram que
houve diferenca entre o grupo DCTR e os demais (p<0,05), entretanto os demais
grupos nao apresentaram diferencas entre si (p>0,05) (Figura 8). A expressao
génica de SAP6 indicou que nao houve diferenca significativa entre os grupos
FLU, CTR, DFLU e DCTR (p>0,05) (Figura 9). Ja em relacdo a analise da
expressdo génica de HWP1, houve diferenca entre os grupos dos animais

saudaveis e 0s animais diabéticos (p<0,05) (Figura 10).
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Figura 2. Imagens representativas dos grupos em estudo. A: Grupo nao-diabético
infectado e tratado com salina (CTR); B: Grupo nao-diabético infectado e tratado
com fluconazol (FLU); C: Grupo diabético infectado e tratado com salina (D-CTR);
D: Grupo diabético infectado e tratado com fluconazol (D-FLU). Grupos infectados
e tratados com salina apresentaram varias regides eritematosas (*), sendo
observadas ainda formacdes bolhosas no grupo diabético e tratado com
salina(->). Observa-se que grupos infectados e tratados com fluconazol

apresentaram pequenas areas de lesdo eritematosa e atrofia papilar (B e D).
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Figura 3. Corte histolégico de pancreas corado em HE, representativo das
diversas condi¢cbes experimentais analisadas. Nos animais experimentais do
grupo CTR (A), FLU (B) observa-se acidos revestidos por células secretoras
secretoras e ao centro as ilhotas de langerhans (LI). Ja nos grupos DTCR(C) e

FLU (D) essa estrutura encontra-se ausente.
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Figura 4. Corte histolégico de palato, corado em HE, representativo das diversas
condi¢des experimentais analisadas. Nos animais experimentais do grupo CTR
(A) ou FLU (B), observa-se epitélio de revestimento composto por queratinécitos
dispostos em conjunto formando blocos homogéneos (Ep), sem alteracdo da
derme. No grupo DTCR(C), observa-se presenca de ulcera (cabeca da seta), e
consequente reducao da espessura do epitélio de revestimento (Ep)., da mesma
forma a derme apresenta-se responsiva pela presenca de vasos dilatados (seta) e
conjuntivo ligeiramente mais frouxo. Ja DFLU, observa-se atrofia da epiderme(D).
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Figura 5. Corte histologico de palato, corado pelo Acido Periddico de Schiff - PAS,
representativo das diversas condigbes experimentais analisadas. Nos animais
experimentais representativos de todos os grupos CTR (A), FLU (B), DCTR (C) ou
DFLU (D), nédo ha estruturas fungicas evidenciadas pelo corante utilizado.
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Figura 6. Corte histoldgico da lingua, corado em HE, representativo das diversas
condi¢des experimentais analisadas. Nos animais experimentais do grupo CTR
(A), FLU (B) e DFLU (D), observa-se epitélio de revestimento composto por
queratindcitos dispostos em conjunto formando blocos homogéneos (Ep), sem
alteracdo da muscular. J& nos animais representativos do grupo DCTR (C),
observa-se atrofia e hiperqueratose com consequente reducdo da area papilar.
Ademais, observa-se ainda musculatura irregular formando espacos ou fendas,

com reducao da lamina proépria (**).
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Figura 7. Corte histologico de lingua, corado pelo Acido Periddico de Schiff - PAS,
representativo das diversas condigbes experimentais analisadas. Nos animais
experimentais representativos de todos os grupos CTR (A), FLU (B), observa-se
auséncia de estruturas fungicas evidenciadas pelo corante utilizado. Nos animais
do grupo DCTR (C), observa-se multiplas e multifocais estruturas filiformes de cor
purpura (bonina +) na epiderme (Ep), compativeis com estruturas de hifas ou
pseudohifas de candida (setas). J& nos animais do grupo DFLU(D), observa-se
discretas e focais estruturas filiformes de cor purpura (bonina +) na epiderme (Ep),

compativeis com estruturas de Candida (setas).
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Figura 8. Quantificacdo do DNA em amostras de linguas de ratos Wistar.
Colunas representam meédias e barras de erro representam desvios-padrao
(MédiatDP). Diferencas estaticamente significantes indicada por (*) (ANOVA
one-way/Tukey, p<0,05).

3.0

1.37
' 1.0 1.05
0.0 i '
FLU CTR

1.16
DFLU DCTR

N
(¥}

N
o

SAP6 Relative Gene Expression
(Fold change relative to FLU)
5

o
()]

Figura 9. Resultados da RT-qPCR para expressdo do gene SAP6 em amostras
de linguas de ratos Wistar. Colunas representam médias e barras de erro
representam desvios-padréo (MédiazDP).
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Figura 10. Resultados da RT-gPCR para expressao do gene HWP1 em amostras
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de linguas de ratos Wistar. Colunas representam médias e barras de erro
representam desvios-padrao (MédiazDP). Diferencas estaticamente significantes
indicada por (*) (ANOVA one-way/Tukey, p<0,05).

Discussao

O presente estudo avaliou o efeito do diabetes aloxanico e do tratamento
com fluconazol na viruléncia e patogenicidade da coinfeccdo com C. albicans e S.
oralis em ratos Wistar. A partir de busca na literatura, ndo foram encontrados
estudos que observaram estas variaveis em conjunto. Dessa maneira, o protocolo
utilizado foi adaptado de estudos previamente publicados (Xu et al., 2014, Sano et
al., 2014, Venturini et al., 2016; Cruz et al., 2018).

Dentre os principais achados, destaca-se que o grupo dos animais
diabéticos ndo tratados com fluconazol apresentou maior invasao epitelial por
hifas, maior quantificagdo de DNA de C. albicans, assim como também
apresentou maior expressao génica de HWP1 no tecido da lingua. Ao considerar
que hiperglicemia causada pela destruicdo das células B-pancreaticas gera
diferentes alteragées sistémicas (Venturini et al., 2016; Ighodaro et al., 2017), no
presente estudo estas mudangas foram capazes de provocar lesdes mais severas
pela candidiase na lingua durante o periodo experimental.

Em relagao as alteragbes morfoldgicas na lingua, o diabetes mellitus causa
alteracdes epiteliais diferentes quanto maior a colonizagdo por Candida e

presenca hifas na estrutura papilar e epitelial (Ortug et al., 2018). A infecgao por
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espécie de Candida geralmente induz alteragcbes morfolégicas atroficas da
mucosa lingua, especialmente nas papilas, glossite romboide mediana e lesées
esbranquicadas (Costa et al., 2013; Ortug et al., 2018). Nos cortes histologicos
pode ser observada a presenca de estruturas fungicas indicativas de hifas e
pseudo-hifas e a visualizacdo das areas de hiperplasia epitelial, desorganizagao
da camada de células basais, perda de papilas filiformes e hiperqueratose (Costa
et al.,, 2013). Estas alteragbes foram identificadas e comparadas entre os
diferentes grupos avaliados.

Os ratos diabéticos também apresentaram alteragdes no palato, indicando
gue a condicao de hiperglicemia gerada pelo diabetes aloxanico gerou reducéo da

epiderme, também causou Ulceras e alteragdes nas espessuras dos vasos
sanguineos. Apesar de nao haver colonizagdo microbiana no palato, este achado
pode estar relacionado ao fato da necessidade de adaptacdo de um dispositivo
qgue simulasse a superficie protética de resina acrilica para induzir lesbes mais
severas nessa regiao, como ja foi descrito em analise prévia (Sakima et al., 2022).

E possivel destacar que o protocolo adotado de inducdo do diabetes por
meio da aloxana foi verificado a partir da destruicdo as células B nas ilhotas de
Langerhans do pancreas e consequentemente, causando um estado de
hiperglicemia similar ao do diabetes mellitus tipo 1 (Lenzen 2008; Ighodaro et al.,
2017). As dosagens variaram entre 120 mg/kg e 240 mg/kg, pois recomenda-se
que as dosagens devem ser de acordo com o peso dos animais e inicialmente
nem todos os animais desenvolvem o diabetes, entdo por vezes é necessario
repetir a dose inicial para o efeito desejado (Ighodaro et al., 2017).

A literatura ja havia reportado a referida possibilidade, pois a aloxana
apresenta instabilidade e pode apresentar resisténcia de acordo com o peso dos
animais (Lenzen 2008; Ighodaro et al., 2017). Também foi observado que ndo ha
uma padronizagdo da dose mais recomendada, pois a mesma pode variar de
acordo com a via de administracdo idade e peso dos animais (Ighodaro et al.,
2017). Por outro lado, a aloxana apresenta relativa taxa de mortalidade, o que
deve ser considerado em calculos amostrais e também deve ser realizada a
manutencao dos sintomas nas primeiras 72 horas (Lenzen 2008; Ighodaro et al.,
2017).

Os resultados apontam que o tratamento com fluconazol nesses grupos foi

capaz de reduzir as lesdes da candidiase na lingua dos animais diabéticos. Ja foi
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reportado previamente a capacidade de fluconazol de reduzir a invasao por
Candida spp. (Garipov et al.,2017). Os mecanismos associados podem ser por
meio de sua atuagado na membrana celular fungica, atuando sobre Erg11p/Cyp51
inibindo a sintese ergosterol, acumulando esterdis toxicos nas membranas
celulares dos fungos, como 14ametilergosta-8,24(28) dienol e aumentando os
niveis espécies reativas de oxigénio (ROS) enddgenos que inibem crescimento
fungico (Cruz et al., 2018; Fang et al., 2021; Lopes, Lionakis 2022).

A dose escolhida de Fluconazol no modelo apresentado foi baseada em
estudo prévio, porém foi observado que também ndo ha um padrao especifico
para esta dose (Zhou et al., 2018; Cruz et al., 2018; Fang et al., 2021), o que se
configura como um desafio de padronizagdo. O fluconazol pode causar um
desequilibrio na microbiota em altas concentragdes e atuar como um estressor
microbiano o que futuramente pode estar associado a um aumento da formacgéo
de biofilme e respostas que induzem fendtipos resistentes em bactérias (Dornelas
et al.,2023).

Dessa forma, outro desafio € a possibilidadede prever quais fatores podem
interferir nesta dose, ainda mais ao considerar que em condi¢des clinicas ha
presenca de diferentes microrganismos e variaveis relacionadas ao peso, idade e
susceptibilidade do animal utilizado. Nesse contexto, € recomendada a realizagéo
de mais estudos que avaliem as vias em que podem ocorrer tais alteragcdes em
delineamentos similares ao apresentado nesta pesquisa.

Em relacao a coinfeccdo propriamente dita, a quantificacao relativa do DNA
de C. albicans nos grupos indicou que houve contato desse microrganismo na
lingua de todos os grupos experimentais. Porém, ao comparar os resultados da
biologia molecular com os achados histolégicos da lingua, nos grupos nao
diabéticos nao foi observada a invasao epitelial fungica, apesar de alguns
artefatos observados. Este achado pode indicar apenas uma colonizagcao
superficial em que possa ter ocorrido o contato do microrganismo tanto na
infecgao inicial quanto nos dias seguintes pela disponibilidade de microrganismos
na agua ad libitum.

Dessa forma, podemos sugerir que devido a condigbes sistémicas dos
ratos nao-diabéticos ndo foi suficiente para haver invasédo epitelial expressiva
durante o periodo experimental considerado. A presengca de lesbes

macroscopicas que podem ser atribuidas a outros fatores como
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imunossupressao, contato da colonizagao superficial pela C. albicans ou o préprio
estresse do periodo experimental. No entanto, o contrario foi observado nos
grupos diabéticos, pois todos apresentaram invasao epitelial e com identificacao
de DNA fungico, sendo o grupo diabético ndo tratado com fluconazol o mais
infectado e com diferencas significativas.

A investigagdo da presenca de genes supostamente especificos na
proliferacdo de hifas e adesédo a substratos (HWP1) (Alves et al., 2014; Lopes,
Lionakis 2022) e aspartil proteinases (SAP6) relacionadas a invasao tecidual e
transicdo levedura-epitélio (Naglik et al., 2003; Lopes, Lionakis, 2022) também
sao importantes para a compreensao de fatores de viruléncia da C. albicans. Para
HWP1, os grupos diabéticos apresentaram maior regulacdo desses genes, o que
indica uma maior transicao e invasao epitelial, quando comparada aos demais
grupos (Lopes, Lionakis 2022; Martorano-Fernandes et al., 2023b).

Por outro lado, a SAP6, por apresentar um papel de proteina
multifuncional, pode atuar como uma adesina e uma proteinase durante infeccao
(Kumar et al., 2015). Nao foi possivel observar diferencas significativa em relagcao
ao SAP6, o que pode estar relacionado a um feedback negativo, inibicdo da
viruléncia desse gene, sendo o periodo insuficiente para sua deteccdo ou
diferencas locais que possam ter interferido na patogenicidade do biofilme (Kumar
et al., 2015; Maia et al., 2021), apesar da sua expressdo em todos 0s grupos.

Vale destacar que além dos fatores relacionados a inducao do diabetes e a
terapia com fluconazol, neste estudo foi avaliada principalmente a candidiase oral
na presenga do modelo de co-infecgdo com S. oralis, que também tem sido tépico
de discussdao na literatura (Xu et al., 2014; Bertolini et al.,, 2021). Estudos
publicados sugerem que nas interagdes entre bactérias e fungos, além da
necessidade do contato fisico entre as células, também ha a presenca de
metabdlitos liberados que podem mediar as respostas e fatores de viruléncia
(Martorano Fernades, 2023a; Glazier 2022, Mukherjee & Bassler 2019; Pereira et
al., 2021).

Dessa maneira, os metabdlitos podem tanto regular um aumento ou
inibicdo de fatores viruléncia. Por exemplo, moléculas do quorum sensing (Valle-
Arevalo & Nobile, 2020), podem até mesmo inibir a formacdo de hifas,
dependendo das condicbes ambientais como os niveis de didéxido de carbono,
expressao génica, potencial hidrogeniénico e presenca ou auséncia de glicose
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(Cavalcanti et al., 2015; Jarosz et al., 2009; Bachtiar et al., 2014; Morales &
Hogan 2010; Gow et al., 2011; Lu et al., 2013; Buu & Chen 2014, Dos Santos et
al., 2020). No presente estudo, ha possibilidade de que as diferencas entre os
grupos também estejam relacionadas a decorréncia de diferengas ambientais.

Moléculas como peptideo estimulador de competéncia e as moléculas de
sinalizacdo de acidos graxos trans-2- Acido Decenodico (SDSF) secretadas por
estreptococos orais (Jarosz et al., 2009; Vilchez et al., 2010; Bachtiar et al., 2014;
Dos Santos et al.,, 2020) podem desempenhar um papel fundamental na
compreensao da mecanismos moleculares envolvidos na reducdo dos viruléncia
de biofilmes multiespécies, como a supressao da formacao de hifas ja descrita em
estudos anteriores (Dos Santos et al., 2020).

Todavia, estudos recentes destacam que S. oralis apresenta capacidade
de induzir a formacao de biofilmes mais robustos e até mesmo mais invasivos
(Cavalcanti et al., 2015; Xu et al., 2017; Koo; Andes;Krysan, 2018; Souza et al.,
2020a). Nesse contexto, sugere-se que 0os mecanismos envolvidos na coinfec¢ao
de S. oralis e C. albicans podem apresentar um efeito antagonista ou de aumento
da viruléncia a depender da liberagdo de moléculas do quorum sensing
(Cavalcanti et al., 2015; Martorano-Fernandes et al., 2023a;Martorano-Fernandes
et al., 2023b) e de condigdes microambientais.

Dentre as limitagbes identificadas no presente estudo, destacamos que nao
foram avaliados fatores relacionados ao hospedeiro, como niveis de creatinina e
cetoacidose (Venturini et al., 2016) e expressdao génica da resposta imuno-
inflamatoéria do hospedeiro e degradacao de E-caderinas (Cavalcanti et al., 2015;
Venturini et al., 2016; Xu et al., 2016; Maia et al., 2021), se houver, pois nos
resultados obtidos ndo houve presenca de infiltrado inflamatério nas areas
observadas nos cortes histologicos. Além disso, também nao foram observados
fatores de viruléncia especificos da do S. oralis como a produgdo de matriz
extracelular e expressao de glucosiltransferases (Xu et al., 2016, Souza et al.,
2020b). Tais desafios sdo sugestdes para proximos estudos.

Entretanto destacamos que o diferencial desse estudo ¢é que
demonstramos pela primeira vez in vivo que a presenca do diabetes aloxanico foi
capaz de provocar maior patogenicidade no biofilme de C. albicans e S. oralis,
assim como a terapia com fluconazol foi capaz de reduzir as alteracoes

observadas nos ratos diabéticos. De acordo com estes achados, ressalta-se a
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importancia de considerar as condi¢oes sistémicas e ambientais do hospedeiro

para o tratamento da candidiase oral.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

Os artigos apresentados no presente trabalho apresentaram como
objetivos em comum o estudo da candidiase oral. O estudo bibliométrico foi
idealizado inicialmente com o intuito de realizar um levantamento da literatura
acerca das publicacdes relacionadas a modelos experimentais de C. albicans em
murinos. A partir dos achados foi possivel adaptar um protocolo em que fosse
possivel realizar a inducao da candidiase oral em ratos Wistar.

Dentre os principais resultados do estudo bibliométrico, destacam-se € a
predominancia dos Estados Unidos no numero de citagdes e publicacdes. Além
disso, observou-se que as fémeas foram o tipo de animal mais frequentemente
utilizado, com foco na imunossupresséo, e os camundongos das linhagens ICR
mice e C57BL/6J foram os mais comuns. Quanto aos 6rgdos coletados para
avaliacdo da candidiase oral, a lingua foi a regido mais coletada. Os estudos
encontrados nao discutiram as predilecoes, porém as escolhas especificas podem
estar associadas a protocolos ja utilizados ou a facilidades disponiveis.

Este estudo coletou informagdes na literatura das ultimas duas décadas
sobre as tendéncias e metodologias predominantes em relagdo a candidiase oral
em murinos. Porém, € preciso destacar que ha necessidade de compreender o
contexto e a aplicabilidade especifica de cada delineamento para futuras
pesquisas.

A partir da busca prévia na literatura, foi proposto o modelo utilizado para
avaliar o efeito do diabetes aloxanico e da terapia com fluconazol na
patogenicidade de biofilmes mistos de C. albicans e S. oralis em ratos Wistar. Até
entdo nao foram encontrados estudos que observaram estas variaveis em
conjunto. Diante desta lacuna de conhecimento apresentada, o protocolo utilizado
foi adaptado de estudos previamente publicados na literatura (Xu et al., 2014,
Sano et al., 2014, Venturini et al., 2016; Cruz et al., 2018).

Com base nos resultados obtidos, observou-se que os grupos diabéticos e
nao tratados com fluconazol apresentaram um maior numero de alteracoes
macroscopicas e histolégicas, bem como uma quantificacdo mais elevada de C.
albicans e expressao génica do HWP1. Além disso, o tratamento com fluconazol

demonstrou eficacia na redugao da invasao fungica nos animais diabéticos.
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Para futuras investigagdes, € recomendavel a realizagdo de analises que
levem em consideragdo a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro, além da
identificacdo de moléculas especificas envolvidas no processo do quorum
sensing. Ao considerar que essa coinfec¢cdo entre C. albicans e S. oralis pode
exercer um papel crucial na compreensao da viruléncia de biofilmes mistos, a
presente pesquisa contribui para novos estudos que possam avaliar o diabetes
aloxanico e o tratamento com fluconazol na avaliagdo dos efeitos da candidiase

oral em modelos murinos.
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7. CONCLUSAO

O levantamento da literatura acerca das tendéncias nas pesquisas em
modelos murinos pode auxiliar o delineamento de novos protocolos
experimentais. A partir do presente modelo murino apresentado, pela primeira vez
observou-se que o efeito de do diabetes aloxancio aumentou a patogenicidade de
biofiimes de C. albicans e S. oralis, assim como o tratamento com fluconazol foi
capaz de reduzir a invasao epitelial. A presente pesquisa pode contribuir em
estudos que tenham por objetivo avaliar a candidiase oral no contexto do diabetes
mellitus e identificar fatores que possam influenciar na fisiopatologia destas

doencas.
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