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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica e
imunomodulatéria do extrato hidroalcodlico das cascas de Punica granatum Linné
em dois modelos experimentais in vivo de candidose (sistémica e oral).
Paralelamente, a presenca de efeitos adversos nas administracbes diarias de P.
granatum foi avaliada. Testes estatisticos foram aplicados de acordo com a
presenca ou ndo de normalidade em todas as avaliagdes, considerando p<0,05. No
modelo sistémico, apos a selecdo das concentracdes nao téxicas de P. granatum e
de anfotericina B nas larvas de G. mellonella, foram realizados dois desenhos
experimentais: profilaxia pela inoculagdo intra-hemocele de uma dose Unica de
extrato, 24 horas antes da infeccdo por C. albicans, e terapia pela inoculacéo de
dose unica 1 hora apos a infeccdo fungica. Como controle, as larvas foram
infectadas/néo tratadas, tratadas com anfotericina B ou n&o infectadas/n&o tratadas.
Ambos os tratamentos foram eficazes contra a infec¢ao por C. albicans por meio de
curvas de sobrevivéncia. No entanto, o efeito profilatico de P. granatum resultou em
maior tempo de sobrevivéncia do que a terapia. Na sequéncia, doses mdltiplas do
extrato foram administradas em larvas antes da infeccdo, resultando em maior
porcentagem de sobrevivéncia e maior densidade de hemécitos quando comparadas
as larvas infectadas e nado tratadas. No modelo localizado, o perfil fitoquimico e a
CIM do extrato e fluconazol foram avaliados in vitro. Para analise toxicoldgica,
camundongos BALB/c receberam o extrato a 150 ou 300 mg/Kg, ou fluconazol a 100
mg/Kg, por gavagem, durante 7 dias. Como controle, dgua foi administrada. O
screnning hipocratico e o peso dos animais foram mensurados diariamente. Apos a
eutanasia, baco, figado e rins foram analisados microscopicamente; e marcadores
bioquimicos séricos foram quantificados. Para andlise antimicrobiana, animais
imunossuprimidos foram infectados por C. albicans em toda cavidade oral e, apos 7
dias, receberam 7 doses diarias de P. granatum. Para controle, animais infectados
receberam agua ou fluconazol, bem como animais ndo foram infectados. O peso
corporal foi mensurado diariamente. ApOs eutanasia, baco, figado e rins foram
pesados e analisados microscopicamente, e a lingua foi avaliada macroscépica,
microbiolégica e microscopicamente. Para analise imunomodulatéria, a producéo de
citocinas foi mensurada nos homogenatos de linfonodos cervicais e lingua por

Milliplex®. Como resultado, foi identificado em P. granatum o composto punicalagina






e a CIM foi mensurada em 18,75 mg/mL. Animais saudaveis que receberam
fluconazol apresentaram redugdo do peso corporal, hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade, e aumento de TGP e triglicerideos, diferentemente dos grupos
tratados com P. granatum. A placa micelial formada na lingua foi atenuada poés-
tratamento com P. granatum ou fluconazol, acarretando na reducdo do numero de
UFC/g; consequentemente, 0s escores microscopicos foram mais baixos na lingua
dos animais tratados em relacdo aos controles. Ainda, o tratamento com o extrato
demonstrou ser hepatoprotetor e, possivelmente, anti-inflamatério, pelo aumento de
IL-10 e TGF-31, em relagdo aos controles da infecgao. Concluindo, em ambos os
modelos experimentais in vivo de candidose sistémica e localizada, o extrato de P.
granatum atuou como potente agente antimicrobiano contra C. albicans e
desempenhou papel protetor, ndo toxico e imunomodulador no tratamento da

candidose.

Palavras-chave*: Romé& (Fruta). Candidiase Invasiva. Candidiase Bucal.

Fluconazol. Anfotericina B.

*Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), disponiveis no

dominio http://decs.bvr.br/



http://decs.bvr.br/




ABSTRACT

Evaluation of the antimicrobial and immunomodulatory activity of Punica

granatum Linn. in two in vivo experimental models of candidiasis

The aim of this work was to evaluate the antifungal and
immunomodulatory activity of the hydroalcoholic extract of the peels of Punica
granatum Linn. in two in vivo experimental models of candidiasis (systemic and oral).
In parallel, the presence of side effects in the daily administrations of P. granatum
was evaluated. Statistical tests were applied according to the presence or not of
normality in all evaluations, considering p <0.05. In the systemic model, after
selecting the non-toxic concentrations of P. granatum and amphotericin B in the
larvae of G. mellonella, two experimental designs were performed: prophylaxis by
intra-hemocele inoculation of a single dose of extract, 24 hours before infection with
C. albicans, and therapy by inoculation of a single dose 1 hour after fungal infection.
As a control, the larvae were infected/untreated, treated with amphotericin B or
uninfected/untreated. Both treatments were effective against C. albicans infection
through survival curves. However, the prophylactic effect of P. granatum resulted in a
longer survival time than therapy. Subsequently, multiple doses of the extract were
administered to larvae before infection, resulting in a higher percentage of survival
and a higher density of hemocytes when compared to infected and untreated larvae.
In the localized model, the phytochemical profile and MIC of the extract and
fluconazole were evaluated in vitro. For toxicological analysis, BALB/c mice received
the extract at 150 or 300 mg/Kg, or fluconazole at 100 mg/Kg, by gavage, for 7 days.
As a control, water was administered. Hippocratic screening and animal weight was
measured daily. After euthanasia, spleen, liver and kidneys were analyzed
microscopically; and serum biochemical markers were quantified. For antimicrobial
analysis, immunosuppressed animals were infected with C. albicans on entire oral
cavity and, after 7 days, received 7 daily doses of P. granatum. For control, infected
animals received water or fluconazole, and animals were not infected. Body weight
was measured daily. After euthanasia, the spleen, liver and kidneys were weighed
and analyzed microscopically, and the tongue was evaluated macroscopically,
microbiologically and microscopically. For immunomodulatory analysis, cytokine

production was measured in the homogenates of cervical lymph nodes and tongue






by Milliplex®. As a result, the punicalagin compound was identified in P. granatum
and the MIC was measured at 18.75 mg/mL. Healthy animals that received
fluconazole showed reduced body weight, hepatotoxicity and nephrotoxicity, and
increased TGP and triglycerides, differently from groups treated with P. granatum.
The mycelial plaque formed on the tongue was attenuated after treatment with P.
granatum or fluconazole, resulting in a reduction in the number of CFU/g;
consequently, the microscopic scores were lower in the tongue of the treated animals
compared to the controls. Still, the treatment with the extract proved to be
hepatoprotective and, possibly, anti-inflammatory, due to the increase production of
IL-10 and TGF-B1, in relation to infection controls. In conclusion, in both in vivo
experimental models of systemic and localized candidiasis, P. granatum extract
acted as a potent antimicrobial agent against C. albicans and played a protective,

non-toxic and immunomodulatory role in the treatment of candidiasis.

Keywords: Pomegranate. Invasive Candidiasis. Oral Candidiasis. Fluconazole.
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1 Introducéo

1 INTRODUCAO

O fungo Candida albicans (C. albicans) emergiu ao longo do tempo como
um patégeno oportunista de extrema relevancia clinica. E um organismo comensal e
bem adaptado ao seu hospedeiro humano, e qualquer alteragdo no microambiente,
como o imunocomprometimento de seu hospedeiro, favorece sua proliferacdo e
fornece a esse patégeno a oportunidade de invadir tecidos, manifestando-se por
meio de infeccdes mucosas superficiais até doenca disseminada invasiva com
envolvimento de multiplos érgédos (FIDEL, 2011; WILLIAMS; LEWIS, 2011; PATIL et
al., 2015; LEWIS; WILLIAMS, 2017).

O trato gastrointestinal de individuos saudaveis € colonizado de forma
assintomatica, onde sua proliferacdo € controlada pelo sistema imunoldgico do
hospedeiro e outros microrganismos presentes na microbiota (MASON et al., 2012;
LIU et al., 2013). Entretanto, o repertério de fatores de viruléncia que C. albicans
possui, permite transicdo rapida de comensal (levedura) para patdégeno (hifa)
(MAYER et al., 2013; HOFS et al., 2016).

Como principal reservatorio, o dorso da lingua € o ponto inicial de
infeccdo para a maioria das manifestacdes clinicas de candidose oral. Em casos
graves, C. albicans se espalha a partir de superficies mucosas colonizadas ou da
pele causando infeccdes sistémicas (MILSOP; FAZE, 2016). A rapida disseminacéo
deste fungo da circulacdo para os 6rgaos viscerais pode provocar faléncia de
orgaos, se nao for controlada.

O aumento continuo da incidéncia de candidose é reflexo do aumento do
uso de antibidticos de amplo espectro, agentes imunossupressores, dispositivos e
cateteres, e 0 aumento de transplantes de 6rgdos e células hematopoiéticas.
Associado a estes fatores, a escassez de classes antifungicas, juntamente com as
limitacbes dos agentes terapéuticos atuais, prejudica a capacidade de combater
infeccBes fungicas. As desvantagens mais significativas do uso de medicamentos
sintéticos sdo em relacdo a sua seletividade suboétima, toxicidade aumentada e
probabilidade aumentada do desenvolvendo de resisténcia microbiana (WILLIAMS;
LEWIS, 2011; VILA et al., 2020).

Dentre os medicamentos antifingicos mais utilizados no combate contra

C. albicans, anfotericina B e fluconazol possuem seu destaque. Anfotericina B é
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considerada o “padrédo ouro” na terapia antifUngica sistémica, mesmo sendo
inerentemente toxica devido a sua falta de seletividade, dado que as células
fungicas e as células de mamiferos sdo eucaridticas e compartiham muitos
processos biolégicos semelhantes (PAPPAS et al., 2009; PIERCE; LOPEZ-RIBOT;
2013). J& os azdles, como fluconazol, embora demonstrem baixa toxicidade para as
células humanas; sdo farmacos fungistaticos, e isso levou ao surgimento da
resisténcia fungica (PIERCE; LOPEZ-RIBOT; 2013).

Diante destas limitacbes, a busca por terapias alternativas para o
tratamento eficaz da candidose localizada ou sistémica e compativel ao hospedeiro
€ relevante, e 0 uso de plantas medicinais parece ser uma solu¢do promissora
(CASAROTO; LARA, 2011). A literatura cientifica aponta que o extrato das cascas
de P. granatum causa danos graves para a estrutura celular das leveduras de C.
albicans, inviabilizando sua transicdo para hifa (estado patogénico) e,
consequentemente, impedindo a invaséo tecidual. Além disso, esta planta medicinal
provoca inibicdo da atividade das enzimas oxidantes e acabam modulando o
processo inflamatdério frente a patégenos bucais (ENDO et al., 2010; ANIBAL, 2010;
ANIBAL et al., 2013).

As propriedades antifungicas das diferentes partes de P. granatum
ocorrem devido a presenca de compostos bioativos como taninos, flavondides,
elagitaninos, numerosos alcaloides de piperidina, acido organico e compostos
polifendlicos (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016; SEERAM et al., 2016).
Especificadamente, o extrato das cascas de roma apresenta niveis relativamente
altos de compostos polifendlicos totais e elagitaninos, particularmente em relacdo a
punicalagina. Punicalagina e punicalina, taninos hidrolisaveis, sdo 0s principais
compostos bioativos responsaveis pela atividade antimicrobiana desta planta
(FARIA; CALHAU, 2011; MONEIM, 2012). A sua presenca pode afetar a membrana
celular através da precipitacdo de proteinas e alterar a estrutura molecular dos
fungos (ENDO et al., 2010; ANIBAL, 2010; ANIBAL et al., 2013).

Paralelamente, o reconhecimento de que C. albicans € um importante
patégeno bucal, especialmente em pacientes imunocomprometidos, tem levado ao
desenvolvimento de modelos experimentais in vivo de candidose que funcionam
como uma ferramenta util para manipular ensaios necessarios direcionados a busca

por terapias alternativas viaveis, eficazes e biocompativeis, como por exemplo, a



25
1 Introducéo

utilizac&o do extrato de P. granatum (GOMES et al., 2016; NASCIMENTO JUNIOR
et al., 2016; BASSIRI-JAHROMI et al., 2018).

A utilizagdo de animais invertebrados como modelo experimental tem
aumentado significativamente nos Gltimos anos. Esse tipo de modelo fornece meios
para a execucdo de estudos em larga escala, servindo como triagem para estudos
em animais vertebrados, como camundongos e ratos, auxiliando na gestédo
sustentavel através do principio de reducdo do ndmero de animais utilizados para
experimentacdo. Além disso, a experimentacdo com animais invertebrados possui
vantagens sobre os modelos convencionais de mamiferos, incluindo menor custo,
resultados mais rapidos e reprodutiveis e menor envolvimento sobre questdes éticas
(JUNQUEIRA, 2012).

O modelo experimental de larvas de Galleria mellonella (G. mellonella)
tem sido caracterizado como confiavel para estudos sobre a patogenia de C.
albicans sistemicamente, bem como em relacdo a resposta imune inata
desenvolvida, pois sua hemolinfa é constituida de seis tipos de hemdcitos (pro-
hemdcitos, coaguldécitos, esferulécitos, oenocitdides, plasmatdcitos e granuldcitos),
gue sao ceélulas morfofisiologicamente analogas as células imunes de mamiferos, e
desempenham um importante papel em relacdo a resposta imune frente a C.
albicans (FUCHS et al.,, 2010a; KELLY; KAVANAGH, 2011; WU et al., 2016;
SHEEHAN; KAVANAG, 2018). O trato gastrointestinal de insetos e mamiferos
também compartilham algumas similaridades histolégicas, anatdmicas e fisioldgicas.
As microvilosidades no intestino meédio de larvas G. mellonella, contém
microrganismos que se assemelham aqueles encontrados nas microvilosidades
intestinais de mamiferos (MYLONAKIS et al., 2005; FUCHS et al., 2010b; DESBOIS;
COOTE, 2012).

Além disso, estas larvas possuem capacidade para sobreviver a
temperaturas superiores a 30°C e existe a possibilidade de administracdo de doses
precisas de compostos por meio de trés rotas (aplicacdo topica, alimentacdo ou
injecdo intra-hemocele). Como consequéncia destas semelhancas e da facilidade de
manipulacéo, insetos tém sido utilizados como modelos experimentais in vivo
eficazes para estudar a viruléncia de patdégenos bem como a acdo de compostos
antimicrobianos, proporcionando resultados comparaveis com aqueles que podem
ser obtidos utilizando mamiferos (FUCHS et al., 2010b; JUNQUEIRA, 2012).
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A intima semelhanca com o0s processos patolégicos humanos e a
resposta imune do hospedeiro torna o modelo animal o mecanismo ideal para
estudar a patogénese de Candida spp. De fato, uma grande variedade de modelos
animais clinicamente relevantes sao disponiveis para estudar as varias doencas
sistémicas ou mucosas (NETT; ANDES, 2015; JABRA-RIZK et al., 2016; SEGAL;
FRENKEL, 2018). Neste contexto, o0 modelo experimental in vivo de candidose oral
descrito por Takakura et al. (2003), tem inspirado a execucéo de outros trabalhos
(TAKAKURA et al., 2004; DE CAMPOS RASTEIRO et al., 2014; TAGUCHI et al.,
2010).

Para o estabelecimento da infecgcéo oral, neste modelo, os camundongos
sdo imunossuprimidos pela administracao de injecdes subcutaneas de predinisolona
antes da inoculagéo oral, através de um swab com o inéculo de C. albicans. Este
protocolo resulta em uma infeccdo reprodutivel, mimetizando uma das
manifestagbes clinicas vista em humanos, a candidose pseudomembranosa. A
infeccdo pode ser validada clinicamente em camundongos pela presenca de placas
brancas tipicas, por andlise macroscoépica (escore clinico) e microscopica (analise
histopatoldgica), através do tecido infectado; e quantitativamente, pela carga fungica
(UFC), por meio da analise microbiolégica (TAKAKURA et al., 2003).

Portanto, a utilizacdo de modelos experimentais in vivo, como por
exemplo, os modelos utilizando camundongos (candidose localizada) ou as larvas
de G. mellonella (candidose sistémica), facilitam a transposicéo de resultados in vitro
para in vivo, auxiliam no estudo sobre novas abordagens terapéuticas para o
tratamento da candidose e permitem avaliar o desenvolvimento da resposta imune
elaborada pos-tratamento.

Por fim, levando em consideracdo a susceptibilidade de pacientes
imunossuprimidos para infecgdes fungicas e a resisténcia microbiana associada a
antifangicos tradicionais, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana e imunomodulatéria de P. granatum no tratamento da candidose
sistémica, utilizando um modelo experimental invertebrado com larvas de G.
mellonella, e da candiose oral, utilizando o modelo experimental com camundongos
imunossuprimidos da linhagem BALBI/c.

Considerando o exposto, as hipoteses testadas no presente estudo foram
que, 1) as administracbes diarias com o extrato hidroalcodlico das cascas de P.

granatum irdo resultar em diminuicdo da carga fungica de C. albicans, e 2) a
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resposta imune elaborada apds as administracbes com o extrato desempenhara,
possivelmente, um papel imunoprotetor no tratamento da candidose sistémica ou

localizada.
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2 SINTESE BIBLIOGRAFICA

2.1 Candida albicans: um patégeno oportunista

O fungo C. albicans apresenta-se como uma levedura diploide com dois
pares de oito cromossomos. Multiplica-se por brotamento e, em determinadas
situacdes, pode produzir tubo germinativo e entdo desenvolver-se como pseudo-hifa
ou hifa verdadeira (WILLIAMS; LEWIS, 2011; NAGLIK et al., 2011). E de longe o
principal agente causador de candidose oral, representando até 95% dos casos.
Apesar de ser considerado um patdégeno, C. albicans € um organismo comensal,
onipresente, que geralmente coloniza a mucosa oral e é amplamente isolado das
cavidades orais de individuos saudaveis. De fato, até 80% da populacdo em geral €
portadora assintomatica (FIDEL, 2002; SOUTHERN et al., 2008; MASON et al.,
2012; WILLIAMS et al., 2013).

O repertorio de fatores de viruléncia que C. albicans possui € significativo,
e estdo associados a: 1) adesdo ao epitélio oral, por meio da hidrofobicidade da
superficie celular (aderéncia reversivel) e da expressdo de adesinas da superficie
celular (Als3, Hwpl), 2) formacdo de biofilme, associado ao desenvolvimento de
estomatite protética e da falha na terapia antifungica, 3) evasdo das defesas do
hospedeiro, por meio da resisténcia ao estresse fagocitico (resposta ao estresse
oxidativo e nitrosativo), além de degradacéo proteolitica dos fatores imunes como
anticorpos e peptideos antimicrobianos e 4) invasdo e destruicdo do tecido, pelo
desenvolvimento hifal e tigmotropismo (penetracdo de tecido), secrecdo de enzimas
hidroliticas, como aspartil proteinases secretora (SAPs), fosfolipases e lipases
(degradacdo tecidual), secrecdo da toxina hipoespecifica (candidalisina) e
degradacéao da caderina-E, além da inducao da endocitose (VILA et al., 2020).

Em primeiro lugar, para que o fungo Candida cause infec¢éo, ele deve ser
retido na boca. Contudo, a remocéo de células frouxamente aderidas nas superficies
mucosas através dos efeitos do fluxo salivar e da degluticdo é um fator importante
na defesa do hospedeiro contra o crescimento excessivo de Candida (LEWIS;
WILLIAMS, 2017). Portanto, a capacidade de contornar esse mecanismo de
remocdo pode ser considerada como um atributo-chave de sua viruléncia. Durante

seu estado leveduriforme, C. albicans adere reversivelmente as células epiteliais
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orais através de interagfes eletrostaticas, e a ligacdo as superficies epiteliais orais é
mediada por receptores da parede celular como a familia de glicoproteinas da
sequéncia do tipo aglutinina (ALS) (HOYER, 2001; WILLIAMS; LEWIS, 2011,
NAGLIK et al., 2011).

A mais notavel entre os membros da familia é a adesina hipo-especifica
Als3p, que também demonstrou atuar como um receptor para adesdo bacteriana as
hifas de C. albicans (SILVERMAN et al., 2010; PETERS et al., 2012). Da mesma
forma, a proteina da parede hifal (Hwpl) é outra adesina importante, uma vez que a
exclusdo dos genes Alsp3 ou Hwpl resultou em atenuacdo da viruléncia
(SUNDSTROM, 2002, SWIDERGALL; FILLER, 2017). Quando aderido a mucosa do
hospedeiro, C. albicans pode mudar a morfologia para filamentoso invasivo que
facilita a penetracdo epitelial (LEWIS; WILLIAMS, 2017; DESAI, 2018). De fato, o
nucleo da patogénese de C. albicans esta relacionado a sua capacidade de
alteracao morfologica de levedura a hifa (CALDERONE, 2012; MATHE; VAN DIJCK,
2013; WALL et al., 2019).

A transicdo € desencadeada em resposta a uma variedade de estimulos
ambientais do hospedeiro que ativam multiplas vias de sinalizacdo regulatoria,
levando a expressdo de ativadores principais de formacdo de hifas (WANG, 2015;
KADOSH, 2019). Os distintos estados morfologicos de C. albicans determinam fases
de colonizacdo, crescimento e de disseminacdo, onde a forma de levedura esta
associada a disseminacado inicial, enquanto a forma hifal permite a C. albicans
invadir o tecido hospedeiro (LO et al., 1997; JABRA-RIZK et al., 2016; HOFS et al.,
2016; TSUI et al., 2016).

De fato, a formacédo de hifas estd associada a expressdo de fatores de
viruléncia que auxiliam a adesdo e invasdo nas células hospedeiras. Uma
propriedade importante das células hifais é a capacidade de crescimento direcional
em resposta ao contato com uma superficie (tigmotropismo), permitindo que o fungo
invada especificamente as juncdes intercelulares (HOFS et al., 2016; DESAI, 2018).
Além da penetracdo ativa, que é um processo realizado pelos fungos, outro
mecanismo complementar utilizado por C. albicans para invasdo de células
hospedeiras € a endocitose, processo passivo induzido pelos fungos, mas conduzido
pela célula hospedeira, pelo qual enzimas liticas das hifas se ligam e degradam a
caderina-E e outras proteinas juncionais das células epiteliais, penetrando-as (PHAN
et al., 2007; HOFS et al., 2016; SWIDERGALL; FILLER, 2017).
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Além do efeito fisico do crescimento filamentoso, a destruicdo do
revestimento epitelial do hospedeiro por C. albicans é aumentada pela enzima
hidrolitica extracelular e pelas interagdes com o sistema imunolégico do hospedeiro.
Reconhece-se agora que o componente bacteriano da microbiota oral desempenha
um papel importante no desenvolvimento e exacerbagdo da candidose oral

(NOVERR, 2011; LEWIS; WILLIAMS, 2017; HARRIOTT; SULTAN et al., 2018).

2.2 Infec¢cbes nosocomiais por Candida spp.

Microrganismos considerados contaminantes ou colonizantes possuem
caracteristicas oportunistas e sdo amplamente relatados em surtos de infec¢des
hospitalares com alta taxa de letalidade, particularmente em pacientes
imunossuprimidos, onde desenvolvem-se infec¢cdes rapidamente progressivas, de
dificeis diagnosticos e refratarias a terapéutica. Portanto, as infeccbes nosocomiais
sdo consideradas como as principais causas de morbidade e mortalidade na
populagédo (PFALLER, 2000; CANTON et al., 2001; BUSTAMANTE, 2005; COSTA et
al., 2010).

As infec¢des causadas por Candida variam desde uma simples irritacao
na pele até o desenvolvimento de lesbes sistémicas e de candidemia. O
aparecimento de infec¢des nosocomiais tem ocorrido devido a infec¢des fungicas,
especialmente por espécies de Candida. Leveduras deste género sdo responsaveis
por até 78% das infec¢Bes nosocomiais (WEINSTEIN; HAYDEN, 1998; CANTON et
al.,, 2001; SILVA et al., 2007). O uso negligenciado de antibiéticos de amplo
espectro, 0 uso de cateter e a nutricdo parenteral em pacientes hospitalizados
contribuem para uma maior disseminacdo de Candida spp. (FRAZER et al., 1992;
FRIDKIN; JARVAIS, 1996).

Para o0s levantamentos epidemioldgicos das infeccBes fungicas
nosocomiais tem sido utilizada uma ampla variedade de técnicas imunoldgicas,
bioquimicas e genéticas, as quais tém possibilitado a caracterizacdo dos isolados
(SOLL, 2000; MAROL; YUCESOY, 2007; ZENG et al., 2008). A taxa média de
mortalidade em pacientes hospitalizados com candidose sistémica no Brasil é de
aproximadamente 50% da populacdo (COLOMBO et al. 1999; COLOMBO et al.,
2006; PASSOS et al., 2007), indice relativamente alto quando comparado ao dos
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Estados Unidos (38%), Israel (21,5%) e Espanha (22 a 33,3%) (BECK-SAGUE;
JARVIS, 1993; SOTA et al., 1999; SABALLS et al., 2000; RENNERT et al. 2000).

2.3 Manifestagdes clinicas da Candidose Oral

As manifestacfes clinicas da candidose oral apresentam-se em grande
diversidade de quadros, como candidose mucocutanea e candidose invasiva ou
sisttmica. A candidose mucocutanea consiste em manifestacdes superficiais,
apresentando as seguintes formas: candidose intertriginosa, onicomicose, candidose
oral, vulvovaginite, balanopostite e candidose mucocuténea cronica. Ja a candidose
invasiva ou sistémica caracteriza-se por apresentar infec¢cdes profundas ou
invasivas, podendo localizar-se em um 0rgdo ou disseminar-se via sanguinea
(candidemia). Apresentam-se como quadros de sintomatologia cardiaca, digestiva,
respiratoria, hepatica, renal, ocular, do sistema nervoso central, ou disseminada de
dificil tratamento (VILA et al., 2020).

Como principal reservatorio para o transporte oral de Candida, o dorso da
lingua € o ponto inicial de infeccéo para a maioria das formas clinicas de candidose
oral. Isso inclui a candidose orofaringea, caracterizada por invasado do revestimento
epitelial da orofaringe, que geralmente ocorre como uma extensdo da candidose
oral. Existem varias manifestacdes clinicas e varios sistemas de classificacdo para
candidose oral; no entanto, a classificacdo mais simplista abrange manifestacdes
orais que geralmente podem ser classificadas em trés grandes categorias principais,
como: 1) manifestacbes agudas, 2) manifestacbes cronicas e 3) sindromes
mucocutaneas cronicas (GARCIA-CUESTA et al.,, 2014; SCULLY; GIOVANNI,
2019).

E importante ressaltar que varias formas clinicas podem ocorrer na
cavidade oral e em varios locais ao mesmo tempo. Além disso, embora outras
espécies de Candida ndo-albicans possam causar candidose oral, as manifestacdes
orais sao idénticas, independentemente da espécie causadora (GARCIA-CUESTA et
al., 2014; SCULLY; GIOVANNI, 2019).

Dentre as manifestacbes agudas da candidose oral, a candidose
pseudomembranosa, popularmente conhecida como “aftas”, apresenta-se como
placas multifocais amarelas ou brancas presentes em toda a mucosa oral,

principalmente no dorso da lingua. A caracteristica dessa infeccdo é que essas
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placas, constituidas por células epiteliais e por células imunoldgicas, descamam
juntamente com a fermentacdo das hifas, e podem ser removidas por raspagem,
deixando uma base eritematosa (MILLSOP; FAZE, 2016, LEWIS; WILLIAMS, 2017;
HELLSTEIN; MAREK, 2019). O diagnéstico da candidose pseudomembranosa é
essencialmente baseado na presenca das caracteristicas clinicas (PETERS;
EISENBERG, 1990; GARCIA-CUESTA et al., 2014).

Embora a forma de candidose pseudomembranosa seja comum em
neonatos e a grande maioria dos casos se deve ao uso de esteroides inalados,
existe uma relagdo direta com a imunodeficiéncia. De fato, a candidose
pseudomembranosa é considerada a principal causa de infec¢cdes oportunistas em
individuos HIV+ e com céancer e em pacientes recebendo terapias
imunossupressoras. No caso de individuos HIV+, a infecgdo cronica € recorrente,
podendo posteriormente progredir para candidose orofaringea levando a
dificuldades na degluticdo e, consequentemente, na nutricdo (PFALLER; DIEKEMA
et al., 2007; NUCCI et al., 2010).

Ja as infeccdes invasivas estdo associadas a internacdes prolongadas,
com elevada taxa de mortalidade. Nesses casos, a melhora ou até a sobrevivéncia
do paciente depende da rapida identificacdo do patdégeno e, consequentemente, da
introducao precoce da terapia antifingica (PFALLER; DIEKEMA et al., 2007; NUCCI
et al., 2010).

2.4 Fatores predisponentes a Candidose Oral

Os fatores predisponentes e/ou condicbes que estdo envolvidos no
desenvolvimento das muitas manifestacdes clinicas da candidose oral podem ser
divididos em: 1) fatores locais, como disfuncdo salivar (reducdes quantitativas e
gualitativas da saliva e de fatores antimicrobianos), ma higiene da protese e
desgaste prolongado, proteses mal ajustadas (trauma da mucosa), terapia topica
com corticosterdides (enxague com esteroides ou géis topicos para tratamento da
doenca da mucosa oral e inaladores de esteroides) e o habito de fumar, e 2) fatores
sistémicos, como imunosenescéncia relacionada a idade (bebés e idosos),
antibidticos de amplo espectro (alteracdo na microbiota bucal), terapia
imunossupressora  (corticosteroides  sistémicos, agentes imunomoduladores

biol6gicos), quimiorradiagcdo (cancer de cabegca e pescogo), condicdes de
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imunocomprometimento (aplasia timica, hiperimunoglobulina E (IgE), sindromes da
candidose mucocutanea cronica, sindrome de Sjogren, doenca do enxerto contra o
hospedeiro, virus da imunodeficiéncia — HIV e leucemia), deficiéncias nutricionais
(ferro, zinco, magnésio, selénio, acido félico, vitaminas A, B6, B12 e C) e disfuncgédo
enddcrina (diabetes, doenca de Addison e hipotireoidismo) (RAMIREZ-AMADOR et
al., 1997; REDDING et al., 1999; WILLIAMS; LEWIS, 2011, JABRA-RIZK et al.,
2016).

2.5 Resposta Imune do hospedeiro frente a C. albicans

Como C. albicans é um frequente colonizador comensal da mucosa oral,
a resposta imune do hospedeiro na cavidade oral € orientada para um estado mais
tolerogénico, para evitar uma resposta inflamatéria excessiva que pode ser
prejudicial ao tecido (NOVAK et al.,, 2008). No entanto, a parede celular rica em
polissacarideos torna o fungo C. albicans altamente imunogénico e facilmente
reconhecido pelos receptores de reconhecimento de padrées do hospedeiro (PRRS)
(GOW et al., 2007; GOW et al., 2012; WILLIAMS et al., 2013).

As células epiteliais, apos o reconhecimento de Candida, induzem a
secrecdo de varios peptideos antimicrobianos com efeito de morte direta na célula
fungica, que ajuda no controle da colonizacdo local (NAGLIK et al., 2011; LI et al.,
2011; NAGLIK et al., 2017). Secrecdo de mediadores pro-inflamatérios, como
citocinas e quimiocinas (G-CSF, GM-CSF, IL-1qa, IL-1B3, IL-6, IL-8 e CCL5) pelas
células epiteliais, sinalizam o recrutamento de células fagociticas, incluindo
neutrofilos, macréfagos e células dendriticas no local da infeccdo (MOYES; NAGLIK,
2011; HEBECKER et al., 2014).

As células epiteliais orais sdo a primeira linha de defesa contra C.
albicans, atuando como uma barreira fisica. No entanto, o fluxo constante de saliva
também atua como um importante mecanismo protetor impedindo a adeséo de
Candida as células epiteliais e, portanto, a secrecdo de saliva é fundamental para a
manutencdo do estado comensal de C. albicans na boca (SULTAN et al., 2018;
AMERONGEN; VEERMAN, 2002). Além disso, a saliva é altamente enriquecida com
peptideos antimicrobianos (AMPs), que desempenham um papel vital na imunidade
inata e na defesa contra a colonizagdo microbiana (SALVATORI et al., 2016; VILA et

al., 2019). Enquanto a maioria dos AMPs sao produzidos por varios tipos celulares,
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as histatinas, uma familia de 12 peptideos catiénicos ricos em histidina com amplo
espectro atividade antimicrobiana, sdo Unicas, pois sdo produzidas exclusivamente
pelas glandulas salivares (OPPENHEIM et al., 1988; EDGERTON et al., 1998).

Entre os membros, a histatina-5 possui especificamente atividade
antifingica potente, principalmente contra C. albicans (EDGERTON et al., 1998). O
mecanismo anti-Candida da histatina-5 € descrito como envolvendo a ligacdo a
receptores na parede celular fingica e captacdo intracelular onde atinge as
mitocOndrias, interrompendo homeostase celular (HELMERHORST et al., 2001; LI et
al., 2003). Dada a importancia da saliva, ndo surpreende que a hipofungéo salivar
seja considerada um fator predisponente a candidose oral.

Em termos de imunidade adaptativa, a importancia das células T na
mediacao da resposta imune a Candida é claramente ilustrada pela alta proporcao
de individuos HIV+ com baixa contagem de células TCD4+ (Th) que desenvolvem
candidose orofaringea (KLEIN et al., 1984; JABRA-RIZK et al., 2016). As células
auxiliares TCD4+ (Th) podem se diferenciar em trés tipos de células auxiliar
efetoras, Thl, Th2 e Thl7, e cada uma secretando um conjunto diferente de
citocinas com resposta imune final especifica (SALLUSTRO; LANZACECCHIA,
2002).

Dentro do contexto da candidose oral, uma resposta dupla dependente de
células do tipo Thl e do tipo Thl7 sdo os principais subconjuntos Th envolvidos
(CONTI et al., 2009; PIROFSKI et al., 2009). No entanto, embora o subconjunto Thl
desempenhe um papel central durante as infec¢cdes sistémicas e estabelecidas por
Candida, as células Th1l7 estdo principalmente envolvidas nas defesas locais do
hospedeiro, controlando o crescimento inicial de Candida e inibindo a invasao
tecidual na mucosa (CONTI et al., 2009; CONTI et al., 2016).

As fases iniciais da candidose oral sdo definidas por uma resposta tipica
de neutréfilos. As células Thl7 reconhecem padrbes moleculares associados a
patdogenos (PAMPSs) através de varios receptores de lectina do tipo C (CLRs) e o
inflamassoma, liberando IL-23, IL-1p3, IL-6 e TGF-B, que direcionam as células Th17
para as areas de mucosa. As citocinas IL-17A, IL-17F, IL-22 s&do liberadas no local
da infeccdo e recrutam neutréfilos, amplificando a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas (GAFFEN et al., 2011).

Além disso, um subconjunto de células Th17 (nTh17) residentes no tecido

mucoso secretam IL-1, mediando assim a imunidade protetora antifingica no inicio
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da infecgdo, desde o inicio da diferenciacdo das células Th em células Thl7 efetoras
e 0 recrutamento para o local da infeccéo ao longo do tempo (KHADER et al., 2009;
CUA; TATO et al., 2010; GLADIATOR et al., 2013).

A proliferagéo do residente mucoso nTh17 foi demonstrada como induzida
por C. albicans através da secre¢do de candidalisina, que mostrou ser essencial
para o desenvolvimento de candidose oral em camundongos. Assim, como
componente da resposta imune mucosa inata, nThl7 responde a candidalisina
secretada, sinalizando sinergicamente com IL-17 por inducdo de IL-1 de células
epiteliais, aumentando a expressao de citocinas proé-inflamatérias (VERMA et al.,
2017).

A importancia do subconjunto de células Th17 na imunidade protetora
contra a infeccdo da mucosa por C. albicans € bem ilustrado pelo crescimento
excessivo de Candida na pele e mucosa de pacientes com candidose mucocutanea
cronica; esses pacientes exibem uma deficiéncia autossdmica recessiva no receptor
de citocina IL-17 (IL-17RA) ou uma deficiéncia autossémica dominante de IL-17F.
Além do mais, pacientes com sindrome de hiper-IgE (HIES) apresentam uma
mutacéo no fator de transcricdo STAT3, que € importante em varias etapas ao longo
do caminho de desenvolvimento da resposta Th1l7 (CONTI; GAFFEN et al., 2010;
PUEL et al., 2011).

Em todos esses casos, a incapacidade de induzir uma resposta Thl7 e a
secrecdo deficiente de IL-17 leva ao recrutamento insuficiente de neutrofilos na
corrente sanguinea e falha em conter o crescimento de fungos na mucosa (VAN
DER MEER et al., 2010; VILA et al., 2020). E importante enfatizar a importancia da
manutencdo da microbiota oral na prevencao da transformacédo de C. albicans de
comensal para patogénico, acarretando. No entanto, ainda existem lacunas
consideraveis sobre o conhecimento dos mecanismos relacionados a interacéo
patdogeno-hospedeiro e, portanto, para contribuir para a concepc¢do de novas
estratégias terapéuticas, precisamos melhorar ainda mais nossa compreensao sobre

as defesas do hospedeiro.

2.6 Terapia Antifungica e Resisténcia Microbiana

Os medicamentos antifingicos sintéticos comumente empregados para o

tratamento das infec¢cdes causadas por Candida s&o fluconazol, voriconazol,
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itraconazol e anfotericina B (COSTA et al.,, 2004; GUALCO et al.,, 2007). O
fluconazol, voriconazol e itraconazol sao derivados azodlicos, compostos de trés
grupamentos amina, que atuam na inibicdo da sintese do ergosterol (COMO;
DISMUKES, 1994; GHANNOUM; HOSSAIN, 2000; KLEPSER et al., 2000; SILVA et
al., 2007).

Os medicamentos azodlicos bloqueiam a enzima 14-a-demetilase,
presente no citocromo P-450 da célula fungica, impedindo a demetilacdo do
precursor lanosterol em ergosterol (VANDEN BOSSCHE, 1997; MAERTENS, 2004).
Sendo assim, os antifingicos triazdlicos sao considerados bastantes efetivos para o
tratamento de candidose oral e candidemia em pacientes neutropénicos devido a
sua eficacia antimicrobiana e sua alta biovolatilidade o qual permite uso via oral ou
intravenoso. Além disso, os medicamentos azolicos sdo consideravelmente menos
toxicos que a anfotericina B (NENOFF et al., 1999; BURGESS et al., 2000; PAPPAS
et al., 2004).

Métodos de referéncia e padronizacdo estabelecidos pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) permitem detectar isolados resistentes a
determinados antifungicos através de valores de concentracdo inibitéria minima
(CIM). Embora estes testes apresentem reprodutibilidade, a interpretacdo de CIM,
como resistente ou como suscetivel para muitos antifiungicos, ndo foi ainda bem
estabelecida e pode variar em relacdo aos trabalhos na literatura, por fatores
inerentes ou do medicamento utilizado ou do microrganismo e questdo (FLECK;
HOF, 2008).

Sao descritos na literatura trés mecanismos de resisténcia aos azolicos,
como: 1) reducdo do acumulo intracelular do farmaco resultante da utilizacdo
reduzida deste agente antifingico ou do aumento da excrecdo do farmaco devido a
acao de produtos de genes de resisténcia aos antifungicos, 2) alteracao estrutural da
enzima 14-a-demetilase, resultando em uma diminui¢do na sua ligacdo aos azélicos
e 3) sintese aumentada de 14-a-demetilase, devido a amplificacdo do gene
(transformacao de lanosterol em ergosterol ndo € totalmente impedida quando sob a
acao do derivado azdlico) (NENOFF et al., 1999).

A resisténcia aos derivados azoicos pode ser influenciada pela
imunossupressédo dos pacientes por meio do uso prolongado do agente antifiingico,

pelo uso de outras substancias quimioterdpicas e pela resisténcia intrinseca de
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espécies de Candida ndo-albicans (LATTIF et al., 2004). O uso frequente de terapia
antifingica em individuos HIV+, em decorréncia de constantes recidivas de
candidose oral ou esofagica, é o principal fator desencadeador da resisténcia ao
fluconazol. Espécies como, C. glabrata e C. krusei ttm mostrado ser resistentes ao
fluconazol devido ao uso prolongado deste agente antifingico (TAYLOR et al., 2000;
COLOMBO et al., 2002).

Ja anfotericina B é um medicamento poliénico utilizado também no
tratamento de infec¢cBes fungicas, entretanto as mais graves, como as sistémicas.
Seu mecanismo de acdo € através da ligacdo ao ergosterol de membrana,
produzindo poros, resultando no aumento da permeabilidade levando a um
desequilibrio osmético pela perda de ions intracelulares e contetdo citoplasmatico,
consequentemente, causando lise e morte das células (REX et al., 1994). Este
medicamento antifingico pode ser usado para o tratamento de doencas endémicas
causadas por diferentes agentes, como Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum, causadores de lesdes sistémicas graves.
Além disso, este farmaco tem sido amplamente utilizado no tratamento da candidose
invasiva (CUENCA-ESTRELA et al., 2000; CARRILLO-MUNOZ et al., 2001).

O mecanismo de resisténcia a anfotericina B pode ocorrer devido a uma
alteracao dos lipidios na membrana celular do fungo, sendo que o ergosterol da
lugar a formacéao de outros tipos de lipidios (SANGLARD, 2002). Embora existam
poucos relatos descritos na literatura sobre a resisténcia aos poliénicos, este
mecanismo pode ocorrer em isolados de C. lusitaniae e C. tropicalis assim como de
Trichosporon spp. e Fusarium spp. (GEORGOPAPADAKOU; WALSH, 1996;
VANDEN BOSSCHE, 1997; BOFF et al., 2008).

Apesar dos poucos relatos de resisténcia dos isolados frente a
anfotericina B, seu uso tem sido limitado devido aos graves efeitos colaterais, como
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, devido a similaridade do alvo farmacolégico e a
administracao invasiva feita por via endovenosa (NENOFF et al., 1999). As espécies
de Candida podem ser resistentes a agentes antifingicos usados para propostas
terapéuticas ou profilaticas. Por essa razdo, € preciso lancar mao de estudos
direcionados a identificacdo de novos compostos bioativos que possuam atividade
antimicrobiana contra Candida spp. e que sejam isentos ou causem 0 minimo de

efeitos adversos.
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2.7 Modelos de Vertebrados para o estudo da Candidose Oral

Além dos dilemas éticos associados a experimentacdo humana, os seres
humanos sdo notoriamente diferentes em termos de habitos alimentares e sociais,
status imunoldgico e quanto a fisiologia oral, incluindo funcéo salivar. Esses fatores,
além de variagBes raciais, étnicas e interculturais, influenciam a etiologia e
patogénese de doencas como a candidose. O desenvolvimento de um modelo
animal ideal para o estudo da candidose oral torna-se uma ferramenta padronizada
gue pode ser controlada e manipulada para obter dados universalmente
comparaveis sobre a etiopatologia, diagndsticos e gerenciamento do processo da
doenca (SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001; JUNQUEIRA, 2011).

Embora muitos dos estudos pioneiros sobre candidose oral tenham sido
realizados em primatas, pequenos mamiferos, incluindo ratos e camundongos, ainda
estes roedores sédo a escolha comum para tais estudos sobre razbes econémicas e
éticas, e por sua relativa similaridade anatémica e imunologica aos seres humanos.
A principal vantagem do modelo utilizando roedores para estudo da candidose € o
tamanho suficiente da cavidade oral, o que permite facilmente a inoculacdo por
Candida e a coleta de amostras. Além disso, a lingua deste animal € facilmente
colonizada por Candida, provocando manifestacbes clinicas como candidose
pseudomenbranosa, glossite romboidal mediana e candidose atrofica
(SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001; CHAMILOS et al., 2007; NAGLIK et
al., 2008; JUNQUEIRA, 2011).

Os modelos utilizando camundongos séo ideais para desvendar respostas
imunes adaptativas dos tecidos da mucosa sob infeccdo por Candida, pois a
imunobiologia da mucosa oral murina saudavel tem sido bastante caracterizada.
Além disso, os camundongos sao facilmente obtidos em grande nimero em biotérios
e sua manutencdo € relativamente barata (SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE,
2001).

Uma ressalva ao estudo das interacdes entre C. albicans e hospedeiros
utilizando roedores é que C. albicans ndo é um colonizador de superficies mucosas
nesses animais. O equivalente a microbiota normal de roedores é a levedura de
Candida pintolopessi, que as vezes pode causar doencas em roedores
imunocomprometidos. Isso tem beneficios e limitagbes. Uma vantagem € que

gualquer resposta do hospedeiro a C. albicans ndo é afetada por respostas imunes
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adaptativas ao fungo (NAGLIK et al., 2008). E a desvantagem € que o
estabelecimento, a colonizagdo ou infeccdo da mucosa, geralmente requer
intervencdo com antibiéticos, inducdo de xerostomia, tratamento com agentes
imunossupressores ou uso de animais geneticamente modificados.

O efeito da xerostomia em camundongos sialoadenectomizados
prolongou a colonizacgéo oral por C. albicans 75 dias pos-infecgdo versus 30 dias de
colonizagao para os animais controle com 1 ou 4 inoculagdes de suspenséo de C.
albicans (TOTTI et al.,, 2002). O procedimento com 4 inoculagdes aumentou a
permanéncia de C. albicans na cavidade oral de camundongos
sialoadenectomizados e produziu lesées no dorso da lingua, apresentando pseudo-
hifas no interior do epitélio, acantose e infiltrado neutrofilico, formando
microabcessos intra-epiteliais, com maior prevaléncia de lesdes nas papilas conicas
simples (TOTTI et al., 2004). Esse modelo favoreceu a permanéncia de C. albicans
na cavidade oral e as sucessivas inoculacdes influenciaram na presenca e extensao
da doenca ao longo do tempo.

Um novo modelo murino de candidose oral usando administracdo de
estrogénio foi desenvolvido. Camundongos BALB/c receberam uma dose
intramuscular e subcutanea semanal de 5 pg de estrogénio, dos quais a
administracao intramuscular foi mais eficaz para induzir a colonizacéo oral. Apés 2 e
3 semanas de infeccdo por C. albicans, leveduras e hifas foram detectadas na
camada de células espinhosas queratinizadas do epitélio em diferentes locais, como
o dorso da lingua, o assoalho de boca, palato e mucosa alveolar respectivamente.
Na quinta semana, células fungicas e hifas ainda estavam claramente presentes no
epitélio oral. Neste estudo, os autores também avaliaram a imunizacdo para C.
albicans (RHAMAN et al., 2007).

Embora estes fatores predisponentes, como xerostomia e administracéo
de estrogénio, tenham sido utilizados para induzir candidose oral em camundongos,
a maioria dos modelos foram realizados em camundongos imunossuprimidos
(TAKAKURA et al., 2003; TAKAKURA et al., 2004; TAGUCHI et al., 2010; COSTA et
al., 2012; HAYAMA et al., 2012). Takakura et al. (2003) desenvolveram um modelo
para candidose experimental induzida que combina imunossupressao e tratamento
com tetraciclina para o sucesso da progressdo da doenca, permitindo o estudo da
patogénese fangica e novas opcodes terapéuticas. Esses autores observaram sinais

caracteristicos de candidose pseudomembranosa na cavidade bucal de
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camundongos tratados com prednisolona na concentracdo de 100 mg/Kg de peso
corporal e 0,83 mg/mL de tetraciclina na 4gua de beber. Aos 3 e 7 dias pOs-
infeccdo, 10° a 10° UFCs foram recuperados da cavidade oral de cada animal, e
placas esbranquicadas semelhantes a coalhada foram observadas na maioria do
dorso das linguas.

Animais com sinais de candidose pseudomembranosa apresentaram
colonizacdo extensa no epitélio da superficie dorsal por numerosas hifas, bem como
a destruicao severa do revestimento epiteliais. Além disso, este modelo permitiu
verificar a atividade terapéutica do fluconazol e anfotericina B, os quais reduziram
guantativamente e clinicamente as lesdes por C. albicans. A vantagem deste modelo
€ o desenvolvimento de candidose oral do tipo pseudomembranosa, que mimetiza a
infeccdo natural em humanos e é util para avaliagdo tanto sintomatoldgica quanto
micologica e permite o0 estudo da resposta imune quanto aos tratamentos
antifangicos (COSTA et al., 2013).

Varios tratamentos para candidose oral foram testados neste modelo,
incluindo: fatores salivares (TAKAKURA et al., 2004; KAMAGATA-KIYOURA et al.,
2004), moléculas sensiveis ao quorum sensing (HISAJIMA et al., 2008), terapia
fotodinamica (COSTA et al., 2012; MIMA et al., 2010), extratos vegetais (TAGUCH et
al., 2010; NINOMIYA et al., 2012) e inibidores da bomba de efluxo (HAYAMA et al.,
2012). Portando, o modelo experimental de candidose oral descrito por Takakura et
al. (2003) utilizando camundongos imunossuprimidos € uma ferramenta atil para
estudar a resposta do hospedeiro a infeccdo da mucosa oral por C. albicans, bem
como a eficacia de novos agentes antifingicos para o tratamento.

Além do modelo murino desenvolvido por Takakura et al. (2003) outros
modelos de candidose experimental em camundongos imunossuprimidos foram
publicados na literatura. Teichert et al. (2002) induziram candidose oral em
camundongos com imunodeficiéncia grave, coletando amostras de C. albicans da
cavidade oral, com um swab, 3 vezes por semana, durante um periodo de 4
semanas. Os animais foram tratados com terapia fotodinAmica usando azul de
metileno e laser de diodo. A terapia exibiu atividade antifangica, diminuindo o
namero de células fungicas e aumentando o infiltrado inflamatério e a exocitose
neutrofilica, demonstrando a capacidade do modelo de gerar uma resposta imune,

apesar da auséncia de células T e células B (TEICHERT et al., 2002).
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Solis e Filler (2012) descreveram um meétodo simples para induzir
candidose orofaringea injetando acetato de cortisona (220 mg/kg), por Vvia
subcutanea, antes da infeccdo por C. albicans. Os camundongos foram inoculados
sublingualmente por 75 min com um swab saturado com a suspensédo de C.
albicans. No dia 5 apés a inoculacéo, 10° a 10° UFC foram recuperados do tecido
oral e a histopatologia mostrou aspectos caracteristicos de candidose orofaringea
(SOLIS; FILER, 2012).

2.8 Modelos de Invertebrados para o estudo da Candidose Sistémica

Modelos de experimentacdo animal ainda sdo necessarios para testar
tratamentos antifingicos antes do uso em seres humanos. Infeccbes fungicas
induzidas experimentalmente s&o classicamente realizadas em roedores
(camundongos e ratos) ou coelhos (SINGKUM et al., 2019). Apesar de sua alta
relevancia, os modelos de pequenos roedores apresentam desvantagens
significativas. Em particular, eles exigem infraestrutura especializada, séo dificeis de
implementar, as duracdes da experimentacdo sdo geralmente longas, e
consideracoes éticas limitam seu uso.

Alavancados pelos movimentos de defesa dos animais, 0s
guestionamentos acerca da experimentacdo animal tomaram forca e questdes sobre
alternativas viaveis para a substituicio de cobaias devem ser levadas em
consideracado. A Lei Arouca, a qual trata do uso de diretrizes para o uso de animais
de experimentacdo, recomenda que seja colocado em pratica o uso dos 3 “erres”
replacement (substituicdo), reducement (reducdo) e refinement (refinamento)
(BONELLA, 2009).

Por essas razdes, modelos alternativos foram desenvolvidos com o intuito
de serem utilizados como triagem e, dessa forma, reduzir o nimero de mamiferos
em experimentacdo. Varios modelos interessantes de mini-hospedeiros, como a
traca de cera Galleria mellonella, a lombriga Caenorhabditis elegans e a mosca da
fruta Drosophila melanogaster, tém sido utilizados para estudar a fisiopatologia de
diferentes espécies de fungos (JACOBSEN 2014; REGULIN; KEMPKEN, 2018) e,
mais recentemente, alguns tratamentos antifUngicos também foram avaliados
nesses modelos (GLAMPEDAKIS et al., 2018; WURSTER et al., 2019).
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Na ultima década, modelos utilizando mini-hospedeiros invertebrados,
com genética e imunidade bem caracterizada, tém sido efetivamente utilizados para
explorar varios aspectos da patogenicidade e resposta imune do hospedeiro. Varios
fatores desencadearam o desenvolvimento desses modelos. Em primeiro lugar, o
uso de modelos animais de mamiferos gerou barreiras logisticas para estudos em
larga escala. Segundamente, a percepcao de que mecanismos imunolégicos inatos
sdo conservados evolutivamente entre invertebrados e mamiferos e que varios
fatores comuns de viruléncia estdo envolvidos na patogénese flngica
permaneceram filogeneticamente em hospedeiros diferentes - por exemplo, moscas
da fruta, nematodos e mamiferos - expandiram ainda mais esse tipo de pesquisa. E,
por fim, organismos invertebrados tém sido cada vez mais utilizados como ensaios in
vivo para estudos sobre a eficacia de farmacos antifungicos devido ao seu baixo
custo e simplicidade de manuseio (CHAMILOS et al., 2007; JUNQUEIRA, 2011).

Aléem disso, como as sequéncias gendmicas de fungos com grande
relevancia médica, como espécies de Aspergillus, Candida e Cryptococcus foram
concluidas, o aumento da informacao genética criou uma necessidade crescente de
formas inovadoras simples de rastrear mecanismos de viruléncia e avaliar a
contribuicdo de genes individuais para a patogénese fungica (CHAMILOS et al.,
2007; JUNQUEIRA, 2011).

Laboratorialmente, D. melanogaster pode ser infectada com patégenos
fungicos usando varios métodos, como injecao, pulverizacao direta de esporos de
fungos nas moscas, além da ingestdo. O genoma e sistema imunolégico de D.
melanogaster bem caracterizados determinam uma grande vantagem desse inseto
sobre os demais. A sequéncia do genoma de D. melanogaster foi uma das primeiras
sequéncias eucariotica a ser concluida e disponibilizada (FUCHS; MYLONAKIS,
2006; CHAMILOS et al., 2007; CHAMILOS et al., 2009).

Pesquisadores levantaram a hipotese de que C. albicans desenvolveu
mecanismos para invadir hospedeiros dispares e testou se mutantes de D.
melanogaster poderiam servir como hospedeiro no modelo para a triagem de genes
de viruléncia de C. albicans. Das 34 cepas mutantes de C. albicans testadas,
apenas o0 mutante prototréfico cas2 exibiu viruléncia atenuada no receptor Toll das
moscas mutantes. Da mesma forma, camundongos BALB/c infectados
sistemicamente com o mutante cas2 de C. albicans tiveram sobrevida

significativamente melhor e menor carga fungica nos rins e baco do que aqueles
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infectados com a cepa selvagem. O CAS5 codifica um regulador transcricional chave
dos genes envolvidos na célula integridade da parede. Essas descobertas
corroboram a nocao de que D. melanogaster € um modelo promissor para estudos
em larga escala de genes envolvidos na patogénese da infecgcéo por C. albicans em
mamiferos (CHAMILOS et al., 2006).

Entretanto, D. melanogaster é substancialmente menor do que G.
mellonella. Sendo assim, o modelo experimental utilizando larvas de G. mellonella
leva vantagem pelo seu tamanho relativamente grande (cerca de 5 cm de
comprimento), o que permite a injecdo de inéculos padronizados de fungos e o
sucesso em estudos sobre a farmacodindmica de medicamentos. Além disso, G.
mellonella pode ser mantida sob condicdes de temperatura variando de 25°C a
37°C. A capacidade de estudar patdgenos a 37°C permite o estudo de
caracteristicas de viruléncia relacionadas a temperatura, como € o caso de C.
albicans (JUNQUEIRA, 2011).

As larvas de G. mellonela apresentam em sua hemolinfa seis tipos de
hemdcitos (pré-hemacitos, coagulécitos, esferuldcitos, oenocitdides, plasmatécitos e
granulécitos), os quais tém a capacidade de neutralizar e eliminar patégenos
desempenhando um importante papel na defesa contra fungos e demais patdégenos
(ASHHURST; RICHARDS, 1964; RATCLIFFE, 1985; LAVINE; STRAND, 2002). A
principal desvantagem desses insetos € a auséncia de métodos para analise
genética e a falta de uma sequéncia completa do genoma para esse modelo
(FUCHS; MYLONAKIS, 2006; CHAMILOS et al., 2007; MYLONAKIS, 2008).

Em resumo, o modelo experimental in vivo de larvas de G. mellonella é
particularmente interessante pelo custo acessivel e por nao necessitar de
infraestrutura especializadas e pela facil manipulacdo. As larvas de G. mellonella
sdo razoavelmente pequenas, permitindo um manuseio preciso e suave e podem
sobreviver a 37°C. Os resultados experimentais sdo reprodutiveis e faceis de serem
observados através da melanizacdo das larvas e diminuicdo da mobilidade e morte
através da curva de sobrevivéncia (SINGKUM et al., 2019).

Em virtude dos trabalhos apresentados, este modelo permite a avaliacédo
das interacdes dos microrganismos e seu hospedeiro sistemicamente e facilita o
estudo de novos compostos com potencial antifingico, funcionando como uma
ferramenta util na triagem para a redugdo da utilizacdo de mamiferos em estudos

com modelo animal.
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2.9 Plantas Medicinais: Punica granatum e seu potencial farmacologico

Com o crescente desenvolvimento da resisténcia microbiana frente aos
farmacos sintéticos e o aparecimento de efeitos adversos pelos causado pelo uso de
medicamentos antifingicos, pesquisas por novos componentes antimicrobianos tém
se tornado cada vez mais relevantes. Desde a Ultima década, o interesse por
produtos naturais tem aumentado, com as plantas medicinais sendo fontes
eminentes de compostos bioativos. Muitas plantas utilizadas na medicina popular
tém sido estudadas para a descoberta e desenvolvimento de fitofarmacos por meio
de suas atividades antimicrobianas, como fonte de novos compostos antifingicos
gue causem poucos efeitos colaterais e que possuam grande espectro de acéo
(PHONGPAICHIT et al., 2005; ISHIDA et al., 2006; ANIBAL, 2010).

A roma, Punica granatum Linné (P. granatum), € conhecida ha muito
tempo por seu fruto comestivel, sendo mencionada na Biblia e no Alcordo, estando
associada com fertilidade. Para os gregos, a roma era um simbolo da fecundidade;
para os judeus, simbolizava a esperanca de um ano novo prospero; ja para 0s
romanos, a fruta significava ordem, sorte e riqueza. E nativa da Pérsia e se
disseminou pela Asia, Norte da Africa e Europa Mediterranea, incluindo a Turquia. E
conhecida por ser uma das frutas mais saudaveis e nutritivas, por sua alta atividade
antioxidante (GIL et al., 2000; AVIRAM et al., 2004; SEERAM et al., 2006; AVIRAM
et al., 2008) e alto conteldo de compostos anticarcinogénicos (KIM et al., 2002;
LANSKY et al.,, 2005; MALIK et al., 2005; ADHAMI; MUKHTAR, 2006; MALIK;
MUKHTAR, 2006; BELL; HAWTHORNE, 2008).

Estudos estabeleceram que certos compostos do suco da roma reduziram
significativamente a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), podendo
também reduzir a pressdo sanguinea e possuir efeito antiaterosclerético (AVIRAM et
al., 2008). A medicina popular recomenda tanto a casca do caule como do fruto para
tratar diversas doencas. A casca do caule € empregada como vermifugo, em
especial para ténias. Do fruto, sdo utilizadas as cascas dessecadas ou frescas para
o tratamento de diarreias e infeccBes de pele e mucosas. E as sementes frescas sao
utilizadas para afeccfes de boca e garganta (MATOS, 1989; LANSKY et al., 1998).

A roma e seus derivados apresentaram efeito fotoquimiopreventivo contra
danos causados por raios ultra-violeta na pele humana (AFAQ et al., 2009); a

ingestéo diaria de uma alta concentracdo de lignanas (1,5 mg) presentes no suco da
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roma pode reduzir o risco de cancer de mama pos-menopausa (TOUILLAUD et al.,
2007); foi constatado, também, que flavonoides presentes no suco da roma
preveniram a oxidacdo do LDL e também foram anti-artrogénico (WANG et al.,
2004). Ainda, pessoas tratadas com infusdo das flores e folhas da roma tiveram
reducdo dos niveis das enzimas TGO/TGP, e dos danos no figado, demonstrando
um efeito hepatoprotetor dessa planta (CELIK et al., 2009).

A roma é uma fruta rica em compostos fendlicos, o qual inclui flavondides
e taninos hidrolisaveis (AFAQ et al., 2005). Extratos de diferentes partes do fruto
como o suco (AVIRAM et al., 2000), as sementes (WANG et al., 2004) e a casca
(LANSKY; NEWMAN, 2007), tem apresentado grande atividade antioxidante.
Estudos tem demonstrado que seu suco possui propriedades antiaterogénica
(AVIRAM, 2002), anti-inflamatoria e anticancer (AFAQ et al., 2005; MALIK et al.,
2005; KHAN et al., 2007), devido as suas 8 propriedades antioxidantes
(SOOBRATTE et al., 2005). De acordo com Singh et al. (2002), as propriedades
antioxidantes do extrato da roma podem ser encontrados principalmente nas cascas
e nas sementes sendo que o extrato metanolico da casca demonstrou elevada
atividade antioxidante entre os extratos testados. Mirdehghan e Rahemi (2007)
observaram que os niveis de compostos fendlicos totais eram mais altos na casca
da roma do que nos arilos (SINGH et al., 2002; MIRDEHGHAN; RAHEMI, 2007).

Dentre os fitoconstituintes presentes no fruto de P. granatum estdo os
alcaloides (peletierina, metilpeletierina, pseudopeletierina e isopeletierina), manita,
varios fendis (delfinidina, cianidina e pelargonidina), flavonoides, acido elagico
(ésteres de glucose) e acido galico. A casca € rica em alcaloides e taninos, incluindo
granatinas A e B, galagildilactona, casuarinina, pedunculagina, telimagrandina I,
corilagina, punicalina e punicalagina, sendo este o principal composto responsavel
pela atividade antimicrobiana (FETROW; AVILA, 2000; CATAO et al., 2006), que
pode ser explicada pela capacidade deste composto se hidrolisar em acido elagico e
outros polifendis menores in vivo e atravessar a membrana mitocondrial in vitro
(SEERAM et al., 2004; LARROSA et al., 2006).

Os principais compostos fendlicos presentes no suco da roma podem ser
classificados em quatro grupos. O primeiro grupo inclui as antocianinas. No segundo
grupo estao presentes os taninos hidrolisaveis do tipo galagil, incluindo grupos de
isdbmeros de punicalagina (a e B), punicalina (galagilglucose) e outros compostos

relacionados. No terceiro estdo os compostos fendlicos, incluindo o acido elagico e
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seus glicosideos. E o quarto grupo é formado por um extenso grupo de taninos
hidrolisaveis, no qual esses compostos sdo diferentes combina¢bes de glucose,
acido galico, &cido hexahidroxidifénico e acido tertagalico (GIL et al., 2000).

Diversos trabalhos demonstram a atividade antimicrobiana do extrato de
P. granatum contra varios microrganismos relevantes na area da saude, como
Bacillus anthracis, B. cereus, B. subtilis, Erwinina carotovora, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium tuberculosis,
Proteus vulgaris, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Cryptococcus
neoformans e Nocardia asteroides (DINIZ et al., 1997; NASCIMENTO et al., 2000;
PRASHANTH et al., 2001; HOLETZ et al., 2002; MACHADO et al., 2002).

Ao testar os compostos isolados de P. granatum contra varias espécies
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, pesquisadores observaram efeito
inibitério, demonstrando que o0 acido galico apresenta elevada atividade
antibacteriana contra todas as cepas sensiveis a essa fragdo (NAZ et al., 2007).

Pesquisadores observaram in vitro que as bactérias orais e o fungo C.
albicans sé@o sensiveis ao extrato de P. granatum e afirmaram a importancia das
indicacOes terapéuticas das plantas medicinais como método alternativo na clinica
odontologica, uma vez que o0 extrato hidroalcodlico da casca de P. granatum
apresentou potente atividade antimicrobiana sobre 0s microrganismos presentes no
biofilme supra-gengival, como também demonstrou inibicdo da aderéncia microbiana
na superficie (PEREIRA et al., 2011).

De modo inovador e de grande relevancia para a area da saulde,
pesquisadores observaram que o extrato do suco de P. granatum inibiu a ligacdo do
virus HIV com o linfécito TCD4+ e seus receptores (CXCR4/CCR5), impedindo,
desse modo, o desencadeamento da doenca. Para individuos HIV+, a descoberta de
um composto natural que impeca essa ligacao tornaria o tratamento mais eficiente e
menos agressivo, aumentando as chances de uma vida mais saudavel (NEURATH
et al. 2005).

Quando analisado o extrato de P. granatum na inibicdo de leveduras do
género Candida, vérios trabalhos mostram atividade dessa planta, como
demonstrado por Navarro et al. (1996), Vasconcelos et al. (2003), Duraipandiyan et
al. (2006), Vasconcelos et al. (2006), Reddy et al. (2007), Al-Zoreky (2009) e Duman
et al. (2009). Os compostos presentes no extrato de P. granatum se ligam a parede

celular, atravessam essa estrutura e interferem na producdo de proteinas e enzimas
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responsaveis pela adesdo microbiana. (VASCONCELOS et al., 2006). Além disso,
0s taninos atuam perturbando a co-agregacao entre 0s microrganismos na parede
celular (VASCONCELOS et al, 2003). Corroborando a pesquisa anterior,
pesquisadores relataram que a atividade antimicrobiana esta relacionada
diretamente com a alta quantidade de taninos presentes nos extratos (DJIPA et al.,
2000).

Anibal (2007) avaliou a atividade da roma através dos extratos brutos
diclorometano e metandlico, contra cepas padrdo de C. albicans, C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. utilis, C. guilliermondii, C.
lusitaniae, e C. rugosa, demonstrando atividade antifiingica desta planta de interesse
para a terapia alternativa contra esses microrganismos (ANIBAL, 2007). Neste
mesmo contexto, a partir de um estudo avaliando a atividade antifungica do extrato e
dos compostos isolados a partir das cascas de P. granatum contra C. albicans,
pesquisadores identificaram e verificaram na fracdo acetato de etila, que a atividade
antifangica de P. granatum é predominantemente devido a presenca da
punicalagina, principal composto presente no extrato das cascas da Roma (ENDO et
al., 2010).

Portanto, frente aos diferentes compostos bioativos com potencial
antimicrobiano e protetor presentes no extrato das cascas de P. granatum, bem
como sua ampla utilizacdo na area da saude, novas de abordagens terapéuticas
utilizando o extrato da roma no tratamento contra infec¢cdes orais causadas por C.

albicans, devem ser estudadas e desenvolvidas.
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3 PROPOSICAO

O propésito deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica e
imunomodulatéria do extrato hidroalcodlico de Punica granatum Linné em dois
modelos experimentais in vivo de candidose (sistémica e oral) a fim de verificar a
interferéncia do extrato no desenvolvimento destas patologias e a modulagdo da
resposta imune do hospedeiro pdés-tratamento. Em paralelo, pretendemos ainda
investigar se existe a presenca de efeitos adversos nas administragcfes diérias de P.

granatum.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO 1: Modelo experiemental in vivo de candidose sistémica em larvas
de Galleria mellonella

A fim de avaliar o efeito da atividade antimicrobiana e imunomoduladora
de P. granatum, utilizou-se um modelo experimental de candidose sistémica,
realizando as seguintes etapas:

e Analise do perfil fitoquimico de P. granatum (HPLC-PDA).

e Avaliacdo da toxicidade de P. granatum e da Anfotericina B em G. mellonella,
através do percentual de sobrevivéncia e tempo médio de vida de larvas de
G. mellonella.

e Avaliacdo da atividade antimicrobiana de P. granatum frente a infec¢éo por C.
albicans, através do percentual de sobrevivéncia e tempo médio de vida de
larvas de G. mellonella.

e Avaliacdo do potencial profilatico de P. granatum frente a infeccdo por C.
albicans, através do percentual de sobrevivéncia e tempo médio de vida de
larvas de G. mellonella.

e Determinacdo da densidade hemocitaria, a partir da contagem de hemdcitos

da hemolinfa das larvas de G. mellonella.



54

3 Proposicao

CAPITULO 2: Modelo experimental in vivo de candidose oral

Nesta etapa da avaliacio do potencial anti-Candida albicans e
imunomodulatério de Punica granatum, utilizou-se um modelo experimental de
candidose oral (localizada), associado a um parametro de comparagéao, o fluconazol,
por meio das seguintes etapas:

A) Anélise fitoquimica e inibitdria do extrato hidroalcodlico das cascas de P.
granatum
e Separacdo e identificacdo cromatografica (UHPLC-qTOF-MS/MS) dos
compostos bioativos presentes no extrato bruto hidroalcodlico das cascas de
P. granatum
e Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) do extrato de P.

granatum frente a C. albicans.

B) Avaliacdo da toxicidade do extrato hidroalcodlico das cascas de P.
granatum e do fluconazol administrados em camundongos BALB/c saudaveis,
por meio dos seguintes parametros:
e Cinética e Percentual da perda de peso corporal (final versus inicial).
e Screnning hipocratico (consumo de racdo e agua, percentual de defecacéo,
resposta ao toque, e resposta ao aperto da cauda).
e Analise de marcadores bioquimicos séricos (ureia, creatinina, TGP,
triglicerideos e proteinas totais).
e Peso e Analise de alteracbes histopatolégicas presentes no baco, figado e

rins, por meio da coloracdo por Hematoxilina/Eosina (H&E).

C) Autenticacado do estabelecimento do modelo experimental de candidose oral
localizada em camundongos BALB/c imunossuprimidos apds 7 dias de
infeccdo por C. albicans, e verificacdo da duracdo da infeccéo até 14 dias, por
meio dos seguintes parametros:

e Cinética e Percentual da perda de peso corporal (final versus inicial).

e Escore clinico da lingua, considerando a extensdo das placas brancas

miceliais na superficie dorsal.
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e Contagem das Unidades Formadoras de Colbnias de C. albicans por grama
de tecido (UFC/g), a partir do homogenato da lingua.

e Quantificacdo de leveduras/hifas presentes no dorso da lingua por meio da
coloragcdo por acido periédico de Schiff (PAS), a partir de cortes

microscoépicos.

D) Avaliacédo da atividade antifungica do extrato hidroalcodlico das cascas P.
granatum apos 7 dias de administracado diaria por gavagem, em camundongos
BALB/c com candidose oral localizada estabelecida experimentalmente, por
meio dos seguintes parametros:
e Analise do peso corporal dos animais:
v' 0 Cinética e Percentual da perda de peso (final versus inicial).
e Analise da lingua:

v" Macroscopica: Escore clinico, considerando a extensdo das placas
brancas miceliais na superficie dorsal.

v" Microbiolégica: Contagem das UFC/g, a partir do homogenato.

v" Microscopica: Quantificacdo das leveduras/hifas e andlise subjetiva
do infiltrado inflamatério, por meio da coloracdo de H&E e PAS,
respectivamente.

e Analise do baco, figado e rins:
v' Microscopica: Andlise de alteracdes histopatologicas presentes no

baco, figado e rins, por meio da coloracéo por H&E.

E) Avaliacdo da atividade imunomodulatdria do extrato hidroalcodlico das
cascas P. granatum apés 7 dias de administracdo diaria por gavagem, em
camundongos BALB/c com candidose oral localizada estabelecida
experimentalmente, por meio dos seguintes parametros:
e Analise dos linfonodos cervicais e da lingua:
v Peso dos linfonodos ().

Quantificacdo simultanea de citocinas e quimiocinas (GM-CSF, IFN-y, IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-17E, IL-17F, IL-22, IL-23, MIP-1a, TGF-B1,
TGF-B2, TGF-B3 e TNF-a), por meio do kit MILLIPLEX®, a partir do homogenato de

cada tecido.
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4 METODOS

Para a execucéo dos objetivos deste trabalho, o mesmo foi dividido em
dois capitulos, detalhadamente descritos no item 5, para a melhor compreensao dos
resultados obtidos a partir de cada modelo experimental in vivo utilizado. O
CAPITULO 1 abordou o modelo experimental de candidose sistémica em larvas de
G. mellonella, ja no CAPITULO 2 foi apresentado e discutido o modelo experimental
de candidose oral desenvolvido em camundongos BALB/c imunossuprimidos.

Cada capitulo esta estruturado da seguinte maneira: titulo, resumo, uma
breve introducdo sobre o tema, os materiais e métodos utilizados, bem como os
resultados e a discussao sobre eles e, na sequéncia, as referéncias bibliograficas.
Ao final da tese, sera apresentada uma conclusdo sobre cada capitulo e uma
conclusado geral sobre a acdo antifungica e imunomodulatoria de P. granatum frente
a candidose, baseada nos modelos in vivo utilizados para o desenvolvimento desta

Tese.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CAPITULO 1: MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO DE CANDIDOSE
SISTEMICA EM GALLERIA MELLONELLA

Esta etapa inicial do trabalho foi realizada no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, Universidade do Estado de Sao Paulo (UNESP), Campus de Sao José
dos Campos, no Departamento de Biociéncias e Diagnéstico Bucal, sob a
supervisao da Profa. Dra. Juliana Campos Junqueira, no periodo de 02/01/2017 a
23/03/2017. Este trabalho foi publicado em 06 de agosto de 2018 na revista Journal
of Clinical and Experimental Toxicology, ISSN: 2630-4570 doi.org/10.4066/2630-
4570, com o titulo “Antimicrobial and immunomodulatory activity of
pomegranate in the systemic candidiasis on Galleria mellonella”.

Neste capitulo, sera abordado o modelo experimental in vivo de
candidose sistémica em larvas de G. mellonella. A elaboracéo, execucéao, bem como
os resultados obtidos e discussao serdo descritos cronologicamente ao longo do

texto.

Almeida NLM, Figueiredo-Godoi, LMA, Venturini J, et al. Antimicrobial and
immunomodulatory activity of pomegranate in the systemic candidiasis on Galleria
mellonella. J Clin Exp Tox. 2018b;2(2):8-17. doi: 10.4066/2630-4570.014.
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Abstract

The increasing resistance of microorganisms to conventional antifungal drugs has
encouraged studies designed to discover alternative therapies for infections caused
by Candida spp. Pomegranate (Punica granatum L.) is an effective herbal extract
with broad spectrum of antimicrobial action and able to modulate the immune
response. In this study, we evaluated the antimicrobial and immunomodulatory
pomegranate activity on in vivo candidiasis using Galleria mellonella model by

survival percentage and hemocyte counts present in hemolymph, respectively. After
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selection of the non-toxic concentrations of both pomegranate and amphotericin B to
G. mellonella larvae, two experimental designs were performed: prophylaxis by
inoculating a single dose of extract, 24 hours before C. albicans infection, and
therapy by inoculating single dose 1 hour after fungal infection. As control, larvae
were infected/untreated, treated with amphotericin B or non-infected/untreated. Both
treatments were effective against C. albicans infection by means of larvae survival
curves. However, prophylactic effect of pomegranate resulted in longer survival time
than therapy. Next, multiple doses of the extract were administered in larvae prior to
infection, resulting in highest survival percentage and higher hemocyte density when
compared to the infected and non-treated larvae. Concluding, the findings suggest
that pomegranate possess antimicrobial action against C. albicans and
immunomodulated the response in G. mellonella, with systemic candidiasis,

principally in the prophylaxis using multiple doses.

Key-words: Punica granatum, toxicology, Candida albicans, microbial resistance,

alternative treatment.

Introduction

The fungus Candida albicans (C. albicans) is a commensal organism of
the mucosal microbiota in the oral cavity, gastrointestinal and genitourinary tracts,
presenting ability to switch reversibly between yeast, pseudohyphal, and hyphal
growth forms. This polymorphism is one of the most investigated virulence attributes
in mucosal infections and disseminated infections affecting susceptible individuals
[1]. The hyphal form plays key roles in the infection process, and can promote tissue
penetration and escape from immune cells, causing vaginitis, oral candidiasis,
cutaneous candidiasis, candidemia, and systemic infections [2]. Systemic candidiasis
is the most frequent hospital infection accounting for up to 15% of bloodstream
infections, and Candida species are the main causative agents in 50-70% of
systemic fungal infections [3-5].

The candidiasis treatment consists in the administration of antifungical
agents such as nystatin, amphotericin B, clotrimazole, fluconazole, ketoconazole and
itraconazole. However, the use of these drugs can cause side effects and lead to

microbial development of resistance, being related in the presence of a small number
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of tolerant fungal cells, since the drugs decrease of the ergosterol synthesis in the
cell membrane [6]. The increase in the microorganism resistance to conventional
antifungal drugs has encouraged studies designed to discover new treatments for
infections caused by Candida spp.

Therefore, alternative therapies for the candidiasis treatment are crucial
and the use of herbal medicines seems being a promising solution [7, 8]. Usually, the
plants present numerous bioactive compounds that may be potent antimicrobial
agents against C. albicans [9, 10]. Thus, natural products can be a treatment viable
alternative to replace or associate with conventional synthetic chemicals. In this
context, the antimicrobial activity of pomegranate (Punica granatum Linné€) against
microorganisms has been widely investigated [11-14]. This extract is rich in two types
of polyphenolic compounds: anthocyanins, which give the red color to fruits and juice,
and hydrolyzable tannins, commonly related to the antimicrobial activity of this plant
[15].

Evaluating the antifungal activity of the extract and compounds isolated
from peels of P. granatum against C. albicans, the antifungal activity has been
associated predominantly to the presence of punicalagin, considered the main
component of this plant [16]. In addition, the pomegranate peels extract causes
serious damage to the C. albicans yeasts cellular structure, interfering on fungal
growth/development, and consequently preventing tissue invasion [17]. However, the
mechanism of action of the bioactive principles of this plant on the microorganisms is
not clearly elucidated [18]. In addition to this anti-Candida action, P. granatum also
has immunomodulatory properties. The flavonoids extracted from the fermented juice
and the oil from the seeds of this herbal medicine caused inhibition of the activity of
cyclooxygenases and lipoxygenases [19, 20].

Considering the C. albicans clinical importance, in vivo experimental
models may be used as an important tool to study the Candida-host interaction,
evaluating the pathogenicity, its development, diagnosing and controlling the
disease, as well as testing new alternatives therapies for treatment [21, 22], including
the use of herbal medicines. Galleria mellonella (G. mellonella) has emerged as a
modern alternative to study microbial infection based in vivo model systems. Among
the several characteristics, G. mellonella larvae have the advantage of being able to
grow at a broad range of temperatures, mimicking the natural environment of

mammalian hosts, consequently allowing the C. albicans growth. In addition, G.
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mellonella model has been used to study the new drugs development as well as the
immune response of the host. Therefore, G. mellonella is an in vivo experimental
model advantageous for searching the C. albicans pathogenicity and new anti-fungal
therapies [23-25].

Moreover, the immune response of these insects bear many similarities to
those obtained using mammals [26, 27]. The G. mellonella larvae possess six
different types of hemocytes in the hemolymph which are arranged in: pro-
hemocytes, coagulocytes, spherulocytes, enocitoids, plasma cells and granulocytes
which play a key role in cellular defense and are involved in phagocytosis, nodule
formation and encapsulation. The plasma cells were also divided according to
morphology and function in four other subclasses [28-31]. The result of the humoral
immune response is the production of a range of antimicrobial peptides that
immobilize and kill the pathogen [32].

Thus, in the present study, we evaluated the antimicrobial activity of
pomegranate in an experimental model of systemic candidiasis employing G.
mellonella by the survival percentage and median time. Moreover, in order to
evaluate the immunomodulatory activity of this herbal, hemocytes present in larvae

hemolymph were counted.
Material and Methods

Pomegranate and Amphotericin B

The pomegranate fruit peels were purchased in November from 2014 at
the Supermarket from the Fruit Distributor and Seedlings Boa Fruta (Petrolina, PE,
Brazil). The cultivation was done in Petrolina (9°46'30”S and 24°21'30"W) and an
aliquot of fresh fruit peels (920 g) was submitted to complete drying with air
circulation at 45°C. The hydroalcoholic pomegranate crude extract (70% EtOH) was
obtained by percolation with the dried material (400 g) at room temperature. After
removal of solvent, the extract was lyophilized, yielding 52 g (13%) [14]. As control, it
has used the conventional synthetic antifungal, Amphotericin B deoxycholate
(C47H73NO17) which was purchased by Sigma® (Sigma Aldrich® Inc., St. Louis, USA).
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Chemical pomegranate profiling

Chromatographic screening by high performance liquid chromatography
coupled to photodiode array detector (HPLC-PDA) was performed to characterize the
main compounds present in the 70% EtOH. An aliquot of 10 mg of the crude extract
was solubilized in 1 mL of MeOH:H,O (1:1, v/v), and filtered with PTFE membrane
filter (0.45 pm). The analysis was performed using a Phenomenex® (Torrance,
California, USA) Luna C18 (250 x 4.6 mm i.d., 5 pm) column and the mobile phase
were MeOH + Acid Formic (0.1%) (A) and H,O + Acid Formic (0.1%) (B). The column
was maintained at 40°C and the gradient used was 5-100% of B in A over 60 min.

The analytical chromatograms were obtained at 254 nm.

Microrganism and Culture

The Candida albicans fungal (ATCC 18804) was kept in a freezer -80°C in
the Laboratory of Oral Microbiology and Immunology of the Institute of Science and
Technology — UNESP, and cultured in broth Yeast Nitrogen Base (YNB, Sigma
Aldrich® Inc., St. Louis, USA) supplemented with glucose at the concentration of 100
mM for 24 hours at 37°C. Cell suspension was adjusted to a final concentration of
10® viable cells/mL. The cells number was confirmed by determination of colony
forming units per milliliter (CFU/mL) on plates contain Yeast Extract Peptone
Dextrose Agar (YEDP, Sigma Aldrich® Inc., St. Louis, USA) [33].

Galleria mellonella

In the last larval stage (and/or already pupae), G. mellonella was placed in
plastic containers with holes in the covers and a filter paper was placed to support
egg-laying. The eggs containers were incubated at room temperature. After 20 days,
the larvae were separated according to weight and transferred to containers with
holes in the covers and food (meal of cornmeal, brewer's yeast, soybean meal,
skimmed milk powder, honey, wax and glycerol) [34]. The larvae were maintained at
28°C and stored darkness in Laboratory of ©ral Microbiology and Immunology of the
Institute of Science and Technology, UNESP, at final larval stage, with a body weight
of approximately 250-300 mg. All the larvae used in the experiment had clear color
and they were free of spots and/or dark pigments on their cuticle, which could
indicate impairment of the animal due to some infectious process and influence the

experiment results (Supplementary Material S1). Initially, pomegranate and
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Amphotericin B toxicity in G. mellonella was evaluated before assessment of its
antimicrobial action. Finally, the prophylactic and therapeutic potential of the
pomegranate extract against C. albicans infection was evaluated. In all steps, G.

mellonella survival test was performed.

Toxicity of pomegranate (Pg) and Amphotericin B (AmpB) in Galleria mellonella

Different concentrations of Pg (1, 0.5, 0.25, 0.10 and 0.05 mg/mL), diluted
in phosphate buffered saline (PBS) and dimethyl dulfoxide (DMSO 5%), or different
concentrations of AmpB (31.25, 15.65, 7.8 and 3.9 pg/mL), diluted in sterile distilled
water, were inoculated into the last right proleg of each larva (n=15/concentration).
For control, larvae were inoculated with PBS into the right proleg (n=15). An aliquot
of 10 pL of each concentration was inoculated with a Hamilton® syringes (Hamilton
Inc., USA). Next, the larvae were kept in a Petri dish at 37°C in the darkness, without
nutrition (Supplementary Material S2). From 24 hours after the inoculations, the
number of dead G. mellonella was daily recorded up to 168 hours (i.e., 7 days) for
analysis of the survival curve. The larvae were considered dead when they did not
show any movement after being touched. After obtaining non-toxic concentrations in
G. mellonella, they were used for assessment of the antimicrobial action of

pomegranate against C. albicans.

Antimicrobial activity of pomegranate

Analysis of antimicrobial activity was based on the methodology described
by Mylonakis et al. (2005) [27] and Fuchs et al. (2010) [28]. After determination the
non-toxic concentrations of Pg and AmpB, larvae were randomly divided into two
groups: prophylactic and therapeutic. In the prophylactic group (n=15), larvae were
first injected with single dose of Pg (0.10 mg/mL) into the last right proleg; after 24
hours, the larvae were infected with 10 puL of C. albicans (Group Pg + Ca) into the
last left proleg. In the therapeutic group (n=15), the larvae were infected with 10 pL of
C. albicans in the last proleg right and, after 1 hour, they were treated with 10 L of
Pg (0.10 mg/mL) in the last left proleg (Group Ca + Pg). As gold standard, larvae
were infected with C. albicans and treated with AmpB (3.9 pg/mL) 1 hour post
infection (Group Ca + AmpB).

As control groups, larvae were pre-treated with PBS and infected with C.

albicans after 24 hours (Group PBS + Ca) - prophylactic control (n=15); larvae were
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infected with C. albicans and, 1 hour later, treated with PBS (Group Ca + PBS) -
therapeutic control (n=15); and larvae were inoculated with PBS in right and left
proleg (Group PBS + PBS) - negative control (n=15). For all treatments, after the last
injection, the larvae were kept in a Petri dish at 37°C in the darkness. The number of
dead larvae was observed and recorded 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 hour

pos-infection (i.e., 7 days), for analysis of the survival curve [35].

Pomegranate prophylactic potential against C. albicans infection

By consider that the prophylaxis with single dose resulted in a longer
survival time of the larvae (until 120 hours) in relation to the therapy (survival until 72
hours), the pomegranate prophylactic potential was evaluated by the administration
of multiple doses prior C. albicans infection (see Results/Observations section).
Therefore, larvae received 1, 2 or 3 doses (i.e., 24 hours; 48 and 24 hours; or 72, 48
and 24 hours before C. albicans infection) of 10 uL of Pg (0.10 mg/mL) into the last
right proleg. Afterwards, the larvae were infected with C. albicans (10 pL) into the last
left proleg. These groups (n=15 per group) were named as following: Pg + Ca (24 h),
Pg + Ca (48/24 h) and Pg + Ca (72/48/24 h). As controls (n=15 per group), larvae
were inoculated with PBS into the right and left prolegs (Group PBS + PBS) as well
as larvae were previously treated with PBS and infected with C. albicans after 24 h
(Group PBS + Ca). After the last inoculation, the larvae were kept in a Petri dish at
37°C in the darkness. The larvae were submitted to analysis of the survival curve and

to the determination of hemocyte density.

Determination of hemocyte density

After the last inoculation of C. albicans or PBS, the larvae were kept at
37°C for 3 hours and sequenced in ice-cold Petri dishes (-20°C) for 2 minutes. The
larvae were then cut in the cephalocaudal direction with a scalpel blade and
squeezed to remove the hemolymph, which was transferred to a microtube and
diluted in cold sterile insect physiologic saline (IPS - 150 Mm sodium; 5 mM
potassium chloride; 100 Mm Tris-hydrochloride, pH 6.9 with 10 mM EDTA, and
30 mM sodium citrate). Next, the cellular suspension (10° cells/mL) was submitted to
Tripan Blue solution for counting the hemocytes using a hemocytometer [36]. The
results were presented by mean <+ SD. For the quantification

of G. mellonella hemocyte, 15 larvae per group were used, totalizing 75 larvae.
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Statistical analysis

For antimicrobial activity analysis, survival curves of G. mellonella were
plotted and statistical analysis was performed by using the log-rank test (Mantel-
Cox). For determination of hemocyte density was used means + SD for the ANOVA
One-Way, followed by post-hoc Tukey HSD. Both analyzes were made in the
GraphPad Prism® statistical software and the significance level was set up at p <
0.05.

Results/Observations

Chemical profiling of pomegranate

The analytical chromatogram analysis (HPLC-PDA) of the crude extract
(70% EtOH) revealed 16 compounds by combining the interpretation of retention time
(Ry) and UV spectra region (Amax). Peaks, detected from HPLC-PDA chromatography,
with absorption in the spectral range of 254 to 380 nm, 260 to 380 nm and 254 to 362
nm in this plant matrix indicate the possible presence of punicalin, ellagic acid and

ellagitannin respectively [37, 38] (Table 1 and Figure 1).

Figure 1. Analytical chromatogram of ultraviolet spectra peaks (UV) of pomegranate peels
extract (70% EtOH) obtained by high performance liquid chromatography coupled to
photodiode array detector (HPLC-PDA). Solvents MeOH + Formic Ac. (0.1%) (A) and H,O + Formic
Ac. (0.1%) (B). Gradient; 5-100% B in A in 60 min. Phenomenex® Luna C18 column (250 x 4.6 mm
i.d., 5 ym) HPLC (Jasco®). Column Oven: 40°C. Flow: 1 mL min™. Injection vol.: 15 pL. A = 254 nm.
Peaks are numbered according to the compounds listed in Table 1.
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Table 1. Compounds identified from pomegranate peels extract (70% EtOH) by high performance
liquid chromatography coupled to photodiode array detector (HPLC-PDA).

Peaks Assignment Rt (min) UV (Amax)
1 Punicalin 3.28 254, 380
2 u.c. 717 266, 380
3 Derivative ellagitannin 9.26 260, 380
4 u.c. 11.35 254, 380
5 Derivative ellagitannin 12.0 260, 380
6 Valoneic acid dilactone 12.36 254, 374
7 u.c. 1417 260, 374
8 u.c. 14.33 260, 374
9 u.c. 15.53 278
10 Gallic acid derivative 17.39 272
11 u.c. 18.03 266
12 Ellagic acid derivative 22.29 254, 362
13 Ellagic acid derivative 24.59 254, 362
14 Ellagic acid derivative 25.64 254, 362
15 Ellagic acid derivative 26.65 254, 362
16 Ellagic acid derivative 28.88 254, 368

u.c. corresponds to unidentified compounds.

R; (min) corresponds to retention time of the compound from its injection to the detection system
output in minutes.

UV (Amax) corresponds to detection of the ultraviolet (UV) spectrum region at the wavelength (nm)
maximum.

Toxicity of pomegranate (Pg) and Amphotericin B (AmpB)

No differences were observed in the pomegranate or Amphotericin B toxic
evaluation, independently of the concentration (p=0.2784 for Pg and p=0.1155 for
AmpB). Pomegranate at concentrations of 0.10 and 0.05 mg/mL (Figure 2a) and
Amphotericin B at concentration of 3.9 ug/mL (Figure 2b), showed no toxicity to the
larvae, indicating survival of 100%, similar to the control group (PBS). Therefore, the
highest non-toxic concentrations (0.10 mg/mL for Pg and 3.9 pg/mL for AmpB) were

used in the next protocols.
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Figure 2. Toxicity test in G. mellonella. Survival curves of larvae were plotted and statistical analysis
was performed by using the log-rank test (Mantel-Cox). After infections (O h), the number of dead G.
mellonella was daily recorded (24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 h) h for analysis of the survival curve
(n=15 per concentration). For control, larvae were inoculated with PBS into the right proleg (PBS)
(n=15). Different concentrations of pomegranate - Pg (1, 0.5, 0.25, 0.10 and 0.05 mg/mL), diluted in
PBS and DMSO (5%), were inoculated in the last right proleg of each larva (a). Different
concentrations of Amphotericin B — AmpB (31.25, 15.65, 7.8 and 3.9 pyg/mL), diluted in sterile distilled
water, were inoculated in the last right proleg of each larva (b).
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Antimicrobial activity of pomegranate

The values of survival percentage reached to 6.6%, after prophylaxis with
single dose (Pg + Ca) and therapy (Ca + Pg) by means of pomegranate. However,
the prophylaxis resulted in a longer survival time of the larvae, i.e., until 120 h,
compared to the 72 hours (survival median time obtained after therapeutic
treatment). The survival median time was at 48 hours for both types of treatment.
Also, both presented significant difference (p<0.0001) in relation to the respective
controls (infected with C. albicans without any treatment), which presented higher
values of larval death (93% after 24 h in the PBS + Ca; and 60% after 18 h in the Ca
+ PBS), reaching survival median time in 18 hours for both groups (Figure 3a).

The infection treatment by C. albicans using the non-lethal AmpB
concentration (3.9 pg/mL) resulted in the survival of 13.3% of the larvae until the
seventh day of infection (168 h), and the survival median time also was in 48 hours.
In the PBS + PBS group, there was no death of G. mellonella. The prophylaxis (Pg +
Ca), therapy (Ca + Pg) and control with AmpB (Ca + AmpB) did not present
significant difference between them (p=0.7807) (Figure 3b).
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Figure 3. Antimicrobial activity of pomegranate (Pg) in G. mellonella. After injections (O h), the
number of dead G. mellonella was daily recorded (24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 h) for analysis of
the survival curve (n=15 per group). Survival curves of G. mellonella were plotted and statistical
analysis was performed by using the log-rank test (Mantel-Cox). As controls, larvae were inoculated
with PBS in right and left proleg (PBS + PBS), as well as larvae were infected with C. albicans and
treated with AmpB 1 h post infection (Ca + AmpB). For prophylaxis with single dose, larvae were pre-
treated with Pg (Pg + Ca) or PBS (PBS + Ca - control) and, after 24 h, they were infected with C.
albicans. For therapy, larvae were infected with C. albicans and, after 1 h, they were treated with Pg
(Ca + Pg) or (Ca + PBS — control) (a). Comparison of survival percentage of G. mellonella considering
all groups or between PBS + PBS, Ca + AmpB, Pg + Ca, and Ca + Pg groups (b).
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Prophylactic potential of pomegranate against C. albicans infection

Considering the results above-mentioned, it was evaluated prophylactic
potential of pomegranate after administration of multiple doses (0.10 mg/mL) prior to
C. albicans infection [Pg + Ca (24/48/72 h)], in G. mellonella. This prophylaxis based
on three doses resulted in a higher percentage of survival (93.3%) until the last
experimental day (i.e., 168 hours), than the other treated groups. This percentage
differed significantly (p<0.0001) from the survival percentage of infected and
untreated larvae (PBS + Ca), and it was similar to that observed in the control group
(PBS + PBS), which no death of G. mellonella was observed.

The survival percentage of larvae reached 46.6% until the 168 hours, with
survival median time in 96 hours, after prophylaxis with two doses [Pg + Ca (48/24
hours)]. After a prophylaxis with single dose [Pg + Ca (24 hours)], 6.6% of the larvae
survived after 72 hours, and the survival median time was at 48 hours. The non-
treated group (PBS + Ca) showed 93% of the dead larvae after 24 hours pos-

infection, with survival median time also at 18 hours (Figure 4).
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Figure 4. Prophylactic potential of multiple doses of pomegranate against C. albicans infection
in G. mellonella. Survival curves of G. mellonella were plotted and statistical analysis was performed
by using the log-rank test (Mantel-Cox). After injections (0 h), the number of dead G. mellonella was
daily recorded (24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 h) for analysis of the survival curve (h=15 per group).
Larvae received 1, 2 or 3 doses of pomegranate (i.e., 24 h; 48 and 24h; or 72, 48 and 24 h), before C.
albicans infection ([Pg + Ca (24h)], [Pg + Ca (48/24 h)] or [Pg + Ca (72/48/24 h)]). As controls, larvae
were inoculated with PBS (PBS + PBS), and larvae were previously treated with PBS and infected
with C. albicans after 24 h (PBS + Ca).
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Determination of hemocyte density

Finally, after the efficacy demonstrated in relation prophylactic
administration of pomegranate, it was measured the hemocytes number of C.
albicans-infected larvae previously treated or not with multiple doses of extract. The
hemocyte density assay allows a quantitatively evaluation of immune response of
larvae elicited after this treatment [36]. As expected, the control group (PBS + PBS)
presented the highest values of hemocyte quantification, regardless of the number of
doses of PBS administered. The infected, but non-treated, group (PBS + Ca), in turn,
showed the lowest values (p<0.001) in relation to matched control. Only the
prophylaxis with single dose of P. granatum extract [Pg + Ca (24 hours)] resulted in
significantly higher values of hemocyte density, compared to the infected group (PBS
+ Ca). Although, there was no statistical difference between the prophylaxis with
multiple doses and the infected group, the values of hemocyte density were higher

when the larvae were treated, especially 72 hours before (Figure 5).
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Figure 5. Determination of hemocyte density in G. mellonellalarvae, after prophylaxis with
single dose [Pg + Ca (24h)] or multiple doses [Pg + Ca (48/24 h) or Pg + Ca (72/48/24 h)] of
pomegranate. As controls, larvae were only inoculated with PBS (PBS + PBS), and larvae were
previously treated with PBS and infected with C. albicans after 24 h (PBS + Ca). Statistical
comparisons were separately performed for each time/doses. (#) p < 0.001 vs PBS + Ca or Pg + Ca;
(*) p <0.001 vs Pg + Ca. ANOVA One-Way, followed by post-hoc Tukey HSD.
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Discussion

It is known that Candida species are the most common fungal causes of
deep-seated and disseminated infections in immunocompromised human hosts, and
are associated with high morbidity and mortality in this population [43, 44]. Therefore,
there are an increasing number of researchers seeking new alternatives therapies
due to the high number of infections whose agents are resistant to conventional
treatments as well as the emergence of new pathogenic strains.

One of the safe and economical alternatives studied is the use of
medicinal plants which have shown some antimicrobial activity [45]. According to
Veiga Jr. et al. 2015 [46], the World Health Organization (WHO) defines medicinal
plant as any plant possessing substances which may be used for treatment purposes
or used in the production of semisynthetic drugs. Pomegranate (Punica granatum
Linné) fruit (seeds, peel, and juice) seem to have medicinal benefits, such as strong
antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, antiobesity, and antitumoral properties
[47]. The study of its bioactive components has aimed at the development of herbal
products with therapeutic applications [14]. Many beneficial properties are related to
the presence of ellagic acid, ellagitannins (including punicalagins), punicic acid and

other fatty acids, flavonoids, anthocyanidins, anthocyanins, estrogenic flavonols, and
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flavones, which seem to be the main therapeutically beneficial components of
pomegranate. However, the synergistic action of the crude extract constituents
appears to be superior when compared to individual constituents of pomegranate
[47, 48].

In the present study, the prophylaxis with single dose as well as the
therapy resulted in higher time survival of G. mellonella than non-treated larvae,
which died 24 hours post-infection by C. albicans. From these results it was possible
to suggest the anti-Candida activity of pomegranate, both prophylactic and
therapeutic. Moreover, the survival percentage post-treatment with the herbal extract
was similar to that obtained after treatment with Amphotericin B. Therefore, in this
experimental model in vivo, pomegranate was as effective as a broad-spectrum
antifungal widely used for the treatment of Candida infections.

In fact, when we performed the chromatographic screening of extract, the
main compounds identified were ellagic acid derivatives and ellagitannins, such as
punicalin. Recently, it has been found that punicalagin, pedunculagin, telimagrandin
and galagildilacton have important antimicrobial action against C. albicans yeast
cellular structure [11, 17]. Thus, the main compound involved in anti-Candida action
present of the P. granatum fruit peels seems to be the punicalagin [16, 17, 38].

Although the survival percentage of G. mellonella after prophylaxis was
similar to that obtained after the therapy using the extract, our results showed that
prophylaxis, with single dose, increased the time of survival the larvae in relation to
the therapy. Interestingly and innovative way, the prophylactic administration of 3
doses resulted in a higher survival percentage of the larvae when compared to single
dose prophylaxis. The survival percentage was proportional to number of doses
previously injected, that is, the more doses of pomegranate administered, the more
larvae survived after infection. In fact, our results indicate that the sequential
administration of multiple doses prior to C. albicans infection amplified benefic
potential of this extract.

Once the efficacy of pomegranate prophylactic administration was
demonstrated, changes in the hemocyte density during infection or treatment were
used as a parameter of the response of the larvae [49]. It is noteworthy that the G.
mellonela model used here is useful for as certaining immunopathological aspects
because the larvae are able to activate cellular and humoral immune responses

against microorganisms by means of their circulating hemocytes [50, 51]. Then, this
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experimental model becomes an increasingly popular choice for the investigation of
the fungal pathogenesis, as in C. albicans infection. In this context, G. mellonella has
been successfully employed in studies on alternative antifungal therapies [24, 27,
52].

In this work, it was observed a significant reduction in the number of
hemocytes in larvae 24 post-infection with C. albicans compared with larvae non-
stimulated that showed the higher values of hemocyte density. Corroborating our
findings, Dos Santos et al. (2017) [36] observed that Porphyromonas gingivalis
suppressed hemocyte density in G. mellonella.

Possibly, the larvae death is related to the extensive fungal proliferation
and alteration of C. albicans morphology from yeast to hyphae or pseudo-hyphae
during the infection installation process. The pseudo-hyphaes, in turn, can lead to
death of the hemocytes through mechanisms of evasion of the immune system, and
can reduce the efficacy of the phagocytic capacity of these cells against C. albicans
[53, 54]. Moreover, it has been shown that larvae infected by Actinobacillus
pleuropneumoniae, Aspergillus fumigatus and Bacillus thuringiensis present a
reduction of the hemocystic population in general, increase in the number of granular
hemocytes, and proteomic alterations indicative of cellular stress, tissue damage and
sequestration of major proteins related to the formation of immune complexes [23,
55-57].

The results of present study indicate that these deleterious effects to
immune system of larvae caused by infection by C. albicans were attenuated by the
prophylactic administration of pomegranate, which avoided the striking decrease of
hemocyte density elicited by fungus. These data may suggest that the antimicrobial
capacity of the extract, as observed here, resulted in the reduction of the fungal load
in the hemolymph. Additionally, pomegranate must have contributed to the
strengthening of larvae immune response that involves non-specific immune
reactions (production of antimicrobial peptides, melanization) or specifics (regulation
the production of antimicrobial peptides and activation of phagocytic cells) [51]. In this
sense, pomegranate had an immunomodulatory effect, consequently protecting
larvae against C. albicans, as previously showed by De Oliveira et al. (2017) [57],
Dos Santos et al. (2017) [36] and Rossoni et al. (2017) [58]. In the present work, the

protective effect of extract related to number of hemocytes is in accordance with
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those data from survival curve. Then, pomegranate seems to present a protective
role against C. albicans infection in G. mellonella larvae.

Regarding the experimental model used in the present study, insects are
considered as convenient models for studying microbial infections and host
resistance against microorganisms, although pathogens are capable of acting on the
host epigenetic machinery and influence the evolution of resistance/tolerance to
infection by the host. An increasing number of works from different fields have turned
to study of insects, fish and worms by the advantages offered by these models as
ethical acceptability, for being relatively simple and inexpensive and for modeling a
variety of human infectious diseases. Because of this, the insects may be used to
discovery of new treatment strategies, such as using of herbal medicines. In addition,
these insect models give results comparable to those obtained using mammals,
since the insects have an immune system analogous to the innate response of
mammals [23, 41, 59, 60].

However, insect species differ in their susceptibility to fungal infections,
which possibly results in the adaptation, by the natural selection process, of their
immune defenses to local conditions. These differences may be linked to a wide
range of factors including the presence of symbiotic organisms, melanism and
genetic variation. For example, the darkened cuticle of melanic insects, such as G.
mellonella, has been related to protection against pathogenic fungi [42, 61-64].
Therefore, further studies should be performed in order to authenticate and identify
the mechanisms involved in benefic action of pomegranate.

Taking into account the incidence of invasive fungal infections caused by
Candida spp., to date C. albicans remains the most frequently isolated Candida
species in the clinical setting and is the principal agent of nosocomial yeast infections
[1, 2]. Thus, the resistance of these pathogens to conventional synthetic treatments
and the side effects strongly related to frequent use strengthens the search for new
therapeutic alternatives with antimicrobial potential, such as the use of medicinal
plants. In future, plants with antimicrobial potential, which have not yet been reported
for microbial resistance and important adverse effects, such as pomegranate, may be
potential agents for a synergistic action with conventional antifungal for the treatment

of candidiasis.
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Conclusion

The G. mellonella species with systemic candidiasis treated
prophylactically or therapeutically with pomegranate survived for longer than infected
and untreated larvae. However, when administration occurred through multiple
prophylactic doses, more larvae survived the infection and for a longer time; in
addition, these larvae showed a higher density of hemocytes in their hemolymph
compared to untreated larvae. These data suggest that pomegranate presents
antifungal and immunomodulatory activity against systemic candidiasis in G.

mellonella model, principally after prophylaxis with multiple doses.
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CAPITULO 2: MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO DE CANDIDOSE LOCALIZADA

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Imunopatologia
Experimental (LIPE), na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Campus de Bauru, sob a co-orientacdo do Prof. Dr. James Venturini; e na
Faculdade de Odontologia de Bauru - Universidade de S&o Paulo (FOB/USP), no
Departamento de Cirurgia, Estomatologia, Radiologia e Patologia, sob a orientacéo
da Prof®. Dr® Vanessa Soares Lara.

Neste capitulo serd abordado o modelo experimental in vivo localizado de

candiose. Os resultados deste trabalho serdo adaptados para posterior publicacao.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana e imunomoduladora de Punica granatum

Linné em modelo experimental murino de candidose oral

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano e
imunomodulatério do extrato hidroalcodlico das cascas de Punica granatum Linné
(Pg) no tratamento de camundongos BALB/c infectados por Candida albicans (Ca)
e, posteriormente, verificar a presenca de efeitos deletérios apdés a administracéao
diaria de Pg e fluconazol em animais saudaveis (toxicidade). Anteriormente, o perfil
fitoquimico (UHPLC-qTOF-MS/MS) e a CIM do extrato de Pg e fluconazol foram
avaliados in vitro. Na sequéncia, para avaliar a toxicidade, animais saudaveis
(n=15/grupo) receberam 100 pL/dia do extrato a 150 ou 300 mg/Kg (Pg150 e Pg
300), ou fluconazol (FLU) a 100 mg/Kg, por gavagem durante 7 dias. Como controle,
agua filtrada foi administrada (CTRL). O screnning hipocratico dos animais (consumo
de agua, consumo de racédo, defecacdo e reacdes aos estimulos induzidos) bem
como o peso corporal dos animais foram mensurados diariamente. Apls a

eutanasia, baco, figado e rins foram pesados e analisados microscopicamente; e
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marcadores bioquimicos séricos foram quantificados. Para o ensaio antimicrobiano,
camundongos imunossuprimidos (IMS) foram infectados por Ca em toda a cavidade
oral e, apés 7 dias, receberam 7 doses diarias de Pg (IMS/Ca+Pgl50 e
IMS/Ca+Pg300) ou fluconazol (IMS/Ca+FLU) ou agua filtrada (IMS/Ca+7d). Para
controle, foram utilizados animais saudaveis (CTRL) ou animais apenas infectados e
eutanasiados apos 7 dias de infec¢do (IMS/Ca) (n=15/grupo). O peso corporal de
todos os animais foi mensurado diariamente. Apés eutanasia, a lingua foi avaliada
macroscopica, microbiolégica e microscopicamente (escore clinico de placas
brancas, quantificacdo de UFC/g, de leveduras/hifas, e de infiltrado inflamatério intra
e subepitelial). Além disso, 0 homogenato dos linfonodos cervicais e da lingua foram
submetidos a andlise de citocinas e quimiocinas pela técnica Milliplex®
(n=10/grupo). Os testes estatisticos foram aplicados de acordo com a presenca ou
ndo de normalidade em todas as avaliagbes, considerando significativamente
diferente quando p<0.05. Como principal composto bioativo, punicalagina foi
identificada em Pg e a CIM foi mensurada em 18,75 mg/mL. Quanto a toxicidade,
animais do grupo FLU apresentaram reducdo do peso corporal (-5,14%),
alimentaram-se menos, ndo responderam ao toque e ao aperto da cauda, e
apresentaram piloerecdo, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, bem como aumento
de TGP e triglicerideos, diferentemente dos grupos Pg. Quanto a analise
antimicrobiana e imunomodulatéria, animais infectados e tratados com Pg e FLU
restabeleceram parcialmente seu peso. A placa micelial formada na superficie da
lingua foi atenuada pos-tratamento com Pg ou FLU, acarretando na reducédo do
numero de UFC/g (p<0,001); consequentemente, 0s escores microscopicos foram
mais baixos (p<0,05) na lingua dos animais tratados do que nos animais controle
(IMS/Ca e IMS/Ca+7d). Adicionalmente, o tratamento com Pg demonstrou ser
hepatoprotetor e, possivelmente, anti-inflamatoério, pelo aumento de IL-10 e TGF-p1,
principalmente na lingua, em relacdo aos controles. Assim, o extrato de P. granatum
teve acdo antimicrobiana e imunomodulatéra no tratamento da candidose oral
experimental, desempenhando papel hepatoprotetor e nao-toxico, diferente do

fluconazol.

Palavras-chave*: Roma (Fruta). Fluconazol. Candidiase Bucal. Experimentacéo

Animal.
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*Em acordo com os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), disponiveis no

dominio http://decs.bvr.br/

1 INTRODUCAO

A relacdo simbidtica existente entre 0os seres humanos e a microbiota da
cavidade bucal e do trato gastrointestinal, € de suma importancia para a manutencao
da homeostase. No entanto, uma vez que este equilibrio € interrompido por meio da
presenca de fatores de risco predisponentes, como 0 imunocomprometimento, bem
como alteragdes no pH, disponibilidade de nutrientes, temperatura e exposi¢ao
continua a farmacos antimicrobianos, os microrganimos comensais preexistentes
tornam-se patdégenos oportunistas (CONTI et al., 2009; VILA et al., 2020).

A cavidade oral abriga uma gama de microrganismos comensais que
podem causar varios graus de infeccdo oral em individuos que apresentam fatores
de risco como: 0 uso de proteses totais, a utilizacdo de antibidticos de amplo
espectro, soropositividade para HIV, transplantados, diabéticos e aqueles que fazem
uso de Iimunossupressores com frequéncia. Varias espécies de Candida
clinicamente importantes, como C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e
C. tropicalis, fazem parte da microbiota bucal e estes fatores de risco, principalmente
0 imunocomprometimento, facilitam sua proliferacdo e, consequentemente, o
desenvolvimento de patologias locais ou sistémicas. Dentre essas espécies, C.
albicans tem sido relatada como a causa mais comum de candidose oral
(HELLSTEIN; MAREK, 2019; KNOKE; BERNHARDT, 2006; CALDERONE, 2002;
CONTI et al., 2009). A capacidade de se alternar reversivelmente entre levedura e
hifa/pseudo-hifa € considerada um dos fatores de viruléncia mais importantes deste
fungo. Esta transicdo pleomoérfica desempenha importante papel na patogénese da
doenca, estando associada a invasdo e a destruicdo teciduais (SARDI et al., 2013).
Embora a candidose disseminada, a partir de uma manifestacdo localizada, seja
pouco frequente, ela possui consideravel taxa de mortalidade de 47% (MILSOP;
FAZE, 2016; SINGH et al., 2014).

Em condi¢cbes imunoldgicas normais, o0 organismo € capaz de controlar a
proliferacdo dos fungos Candida bem como de outros comensais presentes na
microbiota bucal (CALDERONE; FONZI, 2001) entretanto condi¢des

imunossupressoras tendem a predispor a incidéncia da manisfestacdo clinica por
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meio da proliferacdo fungica exacerbada (SINGH et al., 2014). A cronicidade da
candidose ocorre devido a incapacidade do hospedeiro imunologicamente debilitado
de eliminar ou minimizar a colonizagdo e disseminagdo do microrganismo ou pela
resisténcia inerente de C. albicans aos medicamentos antifingicos (CALDERONE;
FONZI, 2001).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra C. albicans envolvem
tanto a imunidade inata quanto a adquirida. Os neutréfilos, granulécitos produzidos
na medula 6ssea, séo rapidamente recrutados do sangue periférico para os sitios de
infeccao, por isso considerados fundamentais na protecdo contra infeccdes fungicas.
Seu papel em infec¢bes por Candida é evidente, visto que a neutropenia possui
intima relacdo com o estabelecimento de candidose sistémica, com graves prejuizos
ao hospedeiro imunossuprimido (PELTROCHE-LLACSAHUANGA et al.,, 2003;
SHOHAM; LEVITZ, 2005). Os neutréfilos também estdo envolvidos diretamente
com a defesa contra infec¢cdes localizadas causadas por Candida (KULLBERG et al.,
1999; KOH et al., 2008; SAUNUS et al., 2008; SCHALLER et al., 2004).

A presenca de neutréfilos na cavidade oral esta envolvida diretamente
com a protecdo contra infecgbes. A infiltracdo de neutréfilos € a caracteristica
marcante de lesdes orais por C. albicans, e a sua auséncia € relacionada ao
agravamento da candidose oral (FARAH et al., 2001). Entre as ac¢des antifungicas
dos neutrofilos esta a capacidade de matar as pseudo-hifas e hifas, que sédo as
formas invasivas de C. albicans, através de mecanismos oxidativos e ndo oxidativos,
além de matar blastoconidios intracelularmente, dentro de seus fagolisossomos
(URBAN; LOURIDO; ZYCHLINSKY, 2006a; URBAN et al., 2006b). A habilidade para
C. albicans se estabelecer e se desenvolver envolve neutropenia e depressao da
imunidade celular adaptativa do hospedeiro, além de persisténcia no tecido
infectado. Estes fatos apontam para a importancia tanto da imunidade adaptativa
guanto da imunidade inata no controle das infeccGes por C. albicans (ROMANI,
2004).

Os linfécitos também desempenham um papel relevante na candidose
oral em comparacdo com as outras formas de candidose. A linhagem Th17, distinta
das populacdes Thl e Th2 classicas, proveniente da célula efetora TCD4+, secretam
IL-17 (IL-17A), IL-17F, IL-21 e IL-22 e s&o induzidas a se diferenciarem por uma
combinacao de citocinas como TGF-8 (1, 2 e 3), IL-6, IL-1B, e IL-21, enquanto que

as células Thl se desenvolvem em resposta a IL-12 (uma citocina heterodimérica



91
5 Resultados e Discussao

composta de duas subunidades a IL-12p35 e IL-12p40) (GHILARD; OUYANG,
2007). A citocina IL-23, da familia da IL-12, é composta pelas subunidades IL-12p40
e IL-23p19, sendo essencial para a expansao e a funcéo das células Thl7. Apesar
de compartilharem da mesma familia, IL-12 e IL-23 tém fun¢des dicotdmicas em
modelos experimentais in vivo de candidose oral (TRINCHIERI et al., 2003;
GHILARD; OUYANG, 2007). Desse modo, a imunidade tardia do hospedeiro frente a
candidose oral parece ser dominada principalmente pela sinalizacdo da IL-17
(CONTI et al., 2009).

Assim, o reconhecimento de que C. albicans é um importante agente
patogénico, especialmente em pacientes imunocomprometidos, tem levado ao
desenvolvimento de modelos experimentais in vivo como uma ferramenta para o
estudo do desenvolvimento e progresséo desta patologia, bem como de possiveis
estratégias terapéuticas (NINOMIYA et al., 2012; HAYAMA et al., 2012). Mas alguns
modelos, utilizando ratos ou coelhos, ainda séo limitados pela falta de sinais locais
caracteristicos da candidose oral, pela dificuldade de manuseio, pelas repetidas
aplicacdes do fungo e pela relagcédo custo/beneficio (LOPEZ-MARTINEZ, 2010).

Em contrapartida, no modelo experimental murino desenvolvido por
Takakura et al. (2003), o inoculo de C. albicans é aplicado apenas uma vez,
facilitando o manuseio e, consequentemente, 0 numero de experimentos realizados.
Além disso, este modelo permite de maneira simples, facil e barata, avaliar os efeitos
de novas opcdes terapéuticas, demonstrando ser um dos modelos mais viaveis,
eficazes e reprodutiveis (TAKAKURA et al., 2003; NINOMIYA et al., 2012; HAYAMA
et al., 2012).

Neste modelo, para o sucesso da infeccdo por C. albicans, é preciso
imunossuprimir os animais um dia antes da infeccdo e trés dias pos-infeccdo com
prednisolona, um glicocorticoide cujo papel anti-inflamatério € devido a sua
capacidade de suprimir ou inibir a presenca de fatores de transcricdo como NF-kB
(SANCHES et al., 2019). O uso da prednisolona associado ao aumento da carga
fungica foi descrito recentemente em modelo murino de candidose gastrointestinal,
uma vez que este glicocorticéide suprime a secrecéo de IL-17A e IFN-y, citocinas-
chave na defesa do hospedeiro contra a infeccdo por Candida na cavidade oral
(KOBAYASHI-SAKAMOTO et al., 2018). Associado a estes fatores, a autenticacao

da candidose oral, no modelo experimental murino desenvolvido por Takakura et al.
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(2003), da-se pela presenca de placas miceliais brancas (pseudomembranas) no
dorso da lingua dos camundongos (TAKAKURA et al., 2003).

As manifestagfes clinicas da candidose oral, em humanos, incluem as
formas eritematosa (atrofica), hipertrofica ou pseudomembranosa (GARCIA-
CUESTA et al., 2014; SCULLY; GIOVANNI, 2019) A candidose pseudomembranosa
pode ser classificada como aguda ou cronica, e clinicamente apresenta-se como
placas brancas ou amareladas na superficie das mucosas, incluindo o dorso da
lingua, facilmente removidas (VILA et al., 2020) . Embora ndo seja uma doenca letal,
a candidose oral deve ser tratada a partir da visualizagdo das manifestacbes
clinicas, impedindo a invasédo de hifas ou pseudo-hifas nos tecidos subjacentes. O
tratamento da candidose oral pode ser tdpico ou intragastrico, e geralmente envolve
medicamentos antifingicos da classe dos azois, como fluconazol e cetoconazol, que
atuam na biossintese do ergosterol por meio da inibicdo da enzima 14-a-desmetilase
do citocromo P-450 que é responsavel pela demetilagdo do lanosterol (VANDEN
BOSSCHE, 1997; MAERTENS, 2004). Embora sejam eficazes no combate ao
fungo, esses farmacos apresentam desvantagens significativas, como desconforto
gastrointestinal, incluindo nauséas, vomitos e diarréia, bem como efeitos colaterais
hepaticos e nefrologicos, taxa de recorréncia relativamente alta e resisténcia
subsequente a Candida spp., tornando a aplicacédo clinica destes medicamentos
limitada (NENOFF et al., 1999). Sendo assim, a exploracdo e o0 estudo mais
aprofundado de novas estratégias, isentas de efeitos adversos, para a prevencao ou
tratamento da candidose oral tornam-se de extrema relevancia clinica.

O uso de plantas para fins terapéuticos é uma pratica popular apoiada
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1946). Neste contexto, a utilizacdo de
plantas medicinais tdo eficazes quanto os medicamentos sintéticos e que causem
menos efeitos colaterais deve ser estudada como uma alternativa no combate a
candidose oral. Punica granatum Linné (P. granatum), comumente conhecida como
romd, é nativa da Asia pertencente a familia Punicaceae (QNAIS et al., 2007).
Diferentes partes desta planta, como sementes, suco, folhas e cascas, tém grande
relevancia medicinal e sdo utilizadas em varios paises como fonte de agentes
terapéuticos contra uma variedade de agentes patogénicos (ARUN; SINGH, 2012).
Os constituintes da roma incluem taninos altamente hidrolisaveis (punicalinas e
punicalaginas), acido elagico (um componente dos elagitaninos) e acido galico (um

componente dos galotaninos) (REDDY et al., 2007).
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A partir de um estudo avaliando a atividade antifungica do extrato e dos
compostos isolados a partir das cascas de P. granatum, contra C. albicans,
pesquisadores identificaram e verificaram que a atividade antifingica de P. granatum
€ predominantemente devido a presenca da punicalagina, principal composto
presente no extrato das cascas da roma (ENDO et al., 2012). Entretanto, o
mecanismo de acdo dos principios bioativos contra o fungo e o tipo de resposta
imune esta sendo elaborada na presenca deste extrato ndo estdo claramente
elucidados até o momento.

Em concordéancia, avaliando a atividade antifingica e as modificacbes
morfoldgicas/estruturais das células de Candida spp. causadas pelo extrato
etanodlico de P. granatum, outros autores observaram que o extrato obtido através da
casca deste fruto reduziu a carga fungica, provavelmente pela presenca de alta
concentracdo de compostos, como punicalagina, pedunculagina, telimagrandina e
galagildilactona. Ainda, o extrato da casca de P. granatum foi capaz de interferir na
estrutura da levedura de C. albicans, influenciando a colonizag&o do microrganismo,
permitindo concluir que o extrato das cascas de roma causa danos graves para a
estrutura celular das leveduras de C. albicans (ANIBAL et al., 2013).

De maneira interessante e colaborativa, a literatura cientifica aponta que
P. granatum também possui potencial imunomodulador. Os flavonoides extraidos do
suco fermentado e do 6leo das sementes deste fitoterapico tém sido associados com
a inibicdo da atividade das enzimas oxidantes cicloxigenases e lipoxigenases,
importantes no desenvolvimento do processo inflamatorio (SCHUBERT et al., 1999;
LABSI et al., 2016). Concomitantemente, o extrato originado do p6 da casca desta
fruta, quando administrado em coelhos via oral por 10 dias consecutivos a 100
mg/kg, foi capaz de estimular tanto a resposta humoral como a mediada por células,
indicando maior responsividade de macréfagos e dos subgrupos de linfocitos T e B
(ROSS et al., 2001).

Tendo em vista os beneficios relatados para a roma, o primeiro passo no
desenvolvimento de qualquer formula farmacéutica herbacea requer estudos
toxicolégicos detalhados que visam determinar as concentracdes mais adequadas
para uma formulacao farmacéutica isenta de efeitos adversos. Com isto, o presente
estudo, envolvendo as caracteristicas de P. granatum relacionadas a
biocompatibidade, isencéo de efeitos adversos e eficacia no combate ao fungo C.

albicans, pretende colaborar para o desenvolvimento de uma futura formulacéo
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herbacea, associada ou ndo a outros farmacos, para o tratamento e/ou prevencao
da candiose oral. Por fim, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antifingico e imunomodulatério do extrato hidroalcodlico das cascas de Punica
granatum no tratamento da candidose oral experimental, em camundongos BALB/c.
Em adicéo, a tolerabilidade dos animais apds administracdo diaria das doses anti-

fungicas de P. granatum também foi avaliada.

2 MATERIAL E METODOS

A) Anélise fitoquimica e inibitéria do extrato hidroalcodlico das cascas de P.

granatum

2.1 Material vegetal e obtencédo do extrato hidroalcoodlico de P. grantum e do
fluconazol

A matéria prima (fruto) da Punica granatum Linné (roma) foi produzida por
ANECOOP.S.COOP (Monfortel, ENTLO — 46010. Valencia, Espanha, n° 46/F
46099222/046 R.G.S 21.08955/V), importada por Maxfruta Importacdo LTDA (CNPJ
22.110.970/0001-82. Av Dr. Gastdo Vidigal, 1946. Pavilhdo HFC Box 22/23.
CEAGESP Vila Leopoldina S&do Paulo, SP, Brasil) e obtida no Supermercado Super
Bom Premium (Av. Orlando Ranieri, 6-20 - Jardim Maramba, Bauru, Sao Paulo,
Brasil). Os frutos, in natura, foram selecionados manualmente considerando a
uniformidade no estagio de maturacdo e a auséncia de injurias, lavados em agua
corrente, higienizados por 15 min em hipoclorito de sédio 1% e enxaguados com
agua destilada, a fim de remover sujidades.

A separacdo das cascas e polpa foi realizada manualmente e em curto
periodo de tempo para evitar possivel degradacdo e oxidacdo dos compostos
bioativos. Cada fruta foi cortada em duas partes. As cascas foram removidas com
faca no sentido longitudinal em dimensdes aproximadas de 1 cm, apés foram
pesadas individualmente e colocadas em uma bandejas plastica de polietileno. Na
sequéncia, foram submetidas a secagem em estufa de circulacdo de ar (MAO35/1 -
Estufa de Secagem com Renovacédo/Circulacdo de Ar, Marconi®, Piracicaba, SP,

Brazil), a 45°C, por aproximadamente 72 h em baixa luminosidade.
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Para obtencdo do extrato hidroalcodlico da casca da roma, o material
vegetal seco foi triturado e moido (MA048 - Moinho Micro de Facas, Marconi®,
Piracicaba, SP, Brazil). Ap6s, 500 g do material moido foram previamente
intumescidos com 2 L de etanol 70% (v/v), durante 2 h em béquer. Apds esse
periodo, o percolador foi empacotado com a mistura (pé + etanol 70%), sendo o
empacotamento feito da forma mais homogénea possivel, evitando a formacdo de
bolhas ou buracos no contedudo alocado dentro do percolador. A altura do
enchimento obedeceu a proporcdo 5:1 (referente ao volume do percolador e do
material vegetal) em relacdo ao tamanho do percolador. A vazdo do percolador
permaneceu entre 1-2,0 mL.min™ Kg de material vegetal. Apds a extracéo, a solucdo
foi concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida em temperatura
inferior a 30°C (Modelo Banho Maria Heizbad-VAP, Heidolph®, Schwabach,
Germany), submetendo a remocdo total dos solventes organicos. Por fim, as
amostras foram liofilizadas e ficaram armazenadas em recipientes tarados mantidos
sob refrigeracdo até o momento da realizacdo do protocolo experimental, obtendo
rendimento equivalente a 60 g (15%).

O fluconazol foi obtido na Farmacia Specifica Ltda., Bauru, SP, Brasil e
diluido em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Aldrich® Inc., St. Louis, MO, USA)
para 0s ensaios in vitro e suspendido em carboximetilcelulose sédica 1% (Sigma

Aldrich® Inc., St. Louis, MO, USA) para 0s ensaios in vivo.

2.2 Separacdao e identificacdo cromatografica dos compostos de P. grantaum
Para a identificacdo dos compostos presentes no extrato, analises por
cromatografia foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC, Agilent 1290, Agilent Technologies, CA, USA) equipado com um
detector de arranjo de diodo (PDA) e uma coluna C18 Zorbax Eclipse Plus (21x50
mm, 1.8 um, Agilent) como fase estacionaria. Essas andlises foram realizadas na
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), no Departamento de Quimica, sob
supervisao do Prof. Dr. Moacir Rossi Forim. A temperatura do forno da coluna e do
autoamostrador foram 40°C e 10°C, respectivamente. Um gradiente de fluxo
constante (0,35 mL.min™*) combinando o solvente A (&cido férmico 0,1%/agua) e o
solvente B (acido formico 0,1%/acetonitrila) foi utilizado nas seguintes condicdes: 4-
96% B (0,1-13 min) e 4% B (13,1-15 min post run). O volume de injecao foi de 1 pL.
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A deteccao por espectrometria de massas (EM) foi realizada em um
sistema do tipo quadrupolo-tempo de voo (Agilent 6545 g-TOF MS) equipado com
uma fonte de ionizagéo eletrospray (ESI) no modo de ion positivo [ESI(+)] e negativo
[ESI(-)] e tens&o capilar de 4 kV. As temperaturas da fonte e de dessolvatagdo foram
de 350°C. O fluxo do gas de dessolvatacdo foi de 11 L.min™ e o fluxo de gas no
cone foi de 8 L.min™%. A baixa e alta energias de coliséo foram de 3 eV e 22~40 eV,
respectivamente; com fragmentor de 300 V, voltagem do skimmer de 65V e nozzle
0. Os dados de EM foram coletados em uma faixa de 100 a 1200 Da com Mass
Hunter Acquisition B.09.00, e analisados com Mass Hunter Qualitative Software
B.08.00 (Agilent Technologies, CA, USA).

2.3 Obtencéao da pré-cultura do microganismo e padroniza¢ao do inéculo

A cepa padrdao ATCC 18804, proveniente de um isolado clinico de
pacientes com lesdes interdigitais de pele, foi armazenada a -80°C em caldo de
dextrose Sabouraud, contendo 0,5% extrato de levedura (Becton Dickinson) e
glicerol a 10%, No dia do experimento a cepa foi cultivada em placa de Agar
Candida GS (Eiken Chemical Co., Ltd., Toquio) a 37°C durante 24 h. Apds o periodo
de incubacéo, uma unica colonia de C. albicans foi removida, ressuspendida em 50
mL de meio de cultura YEPD e mantida na incubadora com agitacao orbital a 30°C,
resultando na pré-cultura. Uma aliquota de 5 mL da cultura foi retirada e colocada
em tubos de 15 mL (TPP® 91015 - Techno Plastic Products, Trasadingen, SH,
Switzerland) para centrifugacdo a 4000 rpm por 5 min e posterior separacdo do
precipitado; em seguida, o sobrenadante foi desprezado.

A purificacdo das células foi feita através de trés lavagens deste
precipitado com 5 mL de PBS (Phosphate Butter Solution, Sigma Aldrich® Inc., St.
Louis, MO, USA) e homegeneizacdo em vortex na sequéncia (Agitador de Tubos
Tipo Vortex Mod. QL-901, Biomixer, Curitiba, PR, Brazil).

Apbs o processo de purificacdo, o precipitado foi ressuspendido em 1 mL
de PBS e diluido a 1:10000. Uma aliquota da diluicado (10 uL) foi colocada em
camara de Neubauer para contagem de leveduras em microscopio Optico comum
(DM4 M, Leica Microsystems, Ltda®, Sdo Paulo, SP, Brazil). Depois de obtida a
concentragcdo da suspenséo, esta foi diluida em PBS para aquisicdo de indculo em
concentracdo final 10° células/mL para os experimentos in vitro e 10® células/mL

para 0s experimentos in vivo.
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2.4 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de P. granatum e
fluconazol frente a C. albicans

Para a determinagéo da CIM, o inéculo de C. albicans (ATCC 18804) foi
padronizado (ver item 2.3) a uma concentracéo de 10° células/mL, como preconiza o
protocolo EUCAST (EUCAST, 2000). O extrato de P. granatum e o fluconazol
(controle da morte fungica) foram ressuspendidos em meio de cultura RPMI-1640 e,
para auxiliar na diluicdo, dimetilsulféxido (DMSO) a 5% foi adicionado apenas ao
extrato; ambos foram utilizados na concentragcao inicial de 150 mg/mL. Dilui¢cdes
seriadas em até 10 vezes do extrato e do fluconazol foram realizadas em placas de
96 pocos contendo RPMI-1640 + 2% de glicose (Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Gibco®). Em cada poco, foram adicionados 100 pL da suspensédo de C. albicans
(extrato + indculo) e a placa foi incubada em estufa a 35°C. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro, na absorbancia de 540 nm, apos 24 h de ensaio.

Como controles, pocos contendo apenas o meio de cultura (BLANK) e
pocos contendo o in6culo + RPMI-1660 (controle de crescimento) foram
adicionados. Além disso, pocos com o extrato + RPMI-1660 (controle do extrato)
foram incluidos para realizar o desconto da cor gerada por P. granatum para nao
influenciar os valores na leitura; ndo foi necessario realizar essa etapa para 0s po¢os
com fluconazol. Portanto, a CIM foi calculada através da divisdo da densidade oGtica
de cada concentracao do extrato + inoculo pela densidade otica (DO) do controle de
crescimento (indéculo + RPMI-1660) equivalente a 100% de crescimento fangico, e
este percentual foi subtraido de 100. Foram realizados trés experimentos
independentes em triplicata e os dados foram transportados para percentual de

morte, a partir da seguinte férmula:

(DO do in6culo + RPMI-1660)

% morte = [(DO do extrato + inéculo) x 100} - 100

A menor concentracdo do extrato e do fluconazol que foi capaz de inibir

50% do crescimento de C. albicans foi considerada a CIM neste ensaio.
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B) Avaliacdo da toxicidade do extrato hidroalcodlico das cascas de P.

granatum e do fluconazol administrados em camundongos BALB/c saudaveis

2.5 Animais

Estre trabalho teve a aprovacido do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual de Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Campus de Bauru sob o registro n° 206/2018 (Anexo A). Foi utilizado um total de
160 camundongos fémeas, por serem mais susceptiveis ao modelo experimental, da
linhagem BALB/c, com 6 a 8 semanas de vida e aproximadamente 23 * 2 g,
provenientes do Instituto Lauro de Souza Lima (Bauru/SP) cedidos pela bioterista
responsavel Dra. Patricia Sammarco Rosa.

Os animais foram mantidos no Biotério de Camundongos do Laboratorio
de Imunopatologia Experimental (LIPE, UNESP, Bauru), sob a supervisdo do Prof.
Dr. James Venturini, em ambiente refrigerado contendo, no maximo, 5 animais por
gaiola de polipropileno com maravalha autoclavada e fechada com filtro de ar em
racks ventiladas (Alesco, Monte Mor, SP, Brazil), sala com temperatura (22 £ 2C°) e
unidade controladas, sobre ciclo claro/escuro de 12 h. Os animais foram alimentados
diariamente com racao para roedores autoclavada (NutriLab) e agua ad libitum.

Anteriormente ao inicio de cada experimento, foi verificada a auséncia de
leveduras de género Candida na cavidade oral e lingua de todos os camundongos,
através da coleta de material da mucosa oral com um mini-swab estéril (Jonhson &
Jonhson®, New Brunswick, Nova Jersey, EUA). Em seguida, o mini-swab foi
semeado em placas de Petri contendo CHROMagar Candida Medium (Becton
Dickinson BD®, Heidelberg, Germany) com cloranfenicol, as quais foram incubadas
a 37°C por 72 h.

2.6 Determinacédo da concentracéo in vivo do extrato hidroalcodlico das cascas
de P. granatum e do fluconazol

As doses estabelecidas para a execucdo inicial deste trabalho foram
baseadas no teste de toxicidade oral aguda de multiplas doses (Acute Oral Toxicity —
Acute Toxic Class Method 423 (OECD, 2001) seguindo a proposta da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio/Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), o qual sugere a utilizagcdo de 4 concentragdes via

ingestao intragastrica, por gavagem, (5, 50, 300 e 2000 mg/Kg — podendo chegar a
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5000 mg/Kg) para testar a toxicidade de compostos, como por exemplo de extratos
vegetais. Entretanto, o guia preconiza a utilizacdo da concentracdo 300 mg/Kg em
testes iniciais, quando ndo h& informacdes suficientes acerca de doses letais do
composto utilizado.

Sendo assim, corroborando Mubaraki et al. (2016) e Hafiz et al. (2016), os
ensaios acerca da toxicidade de P. granatum foram realizados com as doses iniciais
de 300 (grupo Pg300) e 150 (grupo Pg150) mg/Kg, equivalentes a 6,6 e 3,3 mg de
P. granatum considerando o peso médio de 22 g por animal; como controle foram
utilizados 100 mg/Kg do fluconazol (BARTLETT et al., 1998). O extrato foi pesado
em microtubos de 2 mL (Safe-lock — 2,0 mL, Eppendorf® do Brasil Ltda., Sdo Paulo,
Brazil) e diluido em DMSO 5% (Sigma Aldrich® Inc., St. Louis, MO, USA) e, na
sequéncia, ressuspendido no veiculo carboximetilcelulose sbédica a 1% (Sigma
Aldrich® Inc., St. Louis, MO, USA). Para o fluconazol (grupo FLU), foi utilizado o
mesmo veiculo na mesma concentracdo, mas nao houve a necessidade de dilui-lo

anteriomente em DMSO 5%.

2.7 Screnning hipocratico dos animais

Para a andlise dos parametros comportamentais e fisioloégicos dos
animais, foram realizados trés experimentos independentes. Antes do inicio do
experimento, para o0 acompanhamento da evolucado da intoxicacéo, os animais foram
marcados a partir da base da cauda com numeros de tragos, feitos com uma caneta
marcadora permanente azul, preta ou vermelha, correspondentes aos niumeros de 1
a 5 em cada grupo (n=15/grupo). Nos grupos Pg150 e Pg300, os animais receberam
100 pL/dia do extrato de P. granatum (150 mg/Kg ou 300 mg/Kg), por gavagem,
durante 7 dias; e no grupo FLU os animais receberam fluconazol (100 mg/mL) na
mesma frequéncia. Paralelamente aos tratamentos, constituindo o grupo controle
(CTRL), animais receberam o veiculo (carboximetilcelulose 1%) diluido em &agua
filtrada estéril (100 uyL/dia) para fins comparativos.

No primeiro dia experimental (dia 1), todos os grupos receberam a mesma
guantidade de racéo autoclavada (200 g/gaiola) e agua ad libitum (300 mL/gaiola). O
consumo de racdo e de agua foram mensurados diariamente com o auxilio de uma
balanca e de uma proveta, respectivamente. Do mesmo modo, as fezes eram
coletadas da gaiola, e pesadas para obtencdo do percentual de defecagéo

comparando o final versus inicial. Na sequéncia, os animais foram avaliados quanto
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a resposta ao toque (apds ser tocado com uma pinga por um intervalo de tempo de
15 segundos) e ao aperto da cauda (reacdo de expulsdo logo apoés ter a regido
préxima a ponta da cauda pressionada com bastante intensidade); os animais que
respondiam aos estimulos foram contabilizados. O periodo total de observacéo das
alteracbes apds administracdo didria da dose Unica das concentracdes de P.
granatum e do fluconazol foi de 7 dias, sendo que nas primeiras 24 h os animais
foram monitorados de 3 em 3 h. O delineamento experimental da analise
toxicolGgica encontra-se na Figura 1.

Figura 1 - Delineamento experimental da avaliagéo toxicoldgica apés as administracdes diarias
de 100 pL de fluconazol ou Punica granatum em camundongos BALB/c saudaveis. Para a
realizacdo deste ensaio, foram totalizados 60 camundongos fémeas da linhagem BALB/c (n=15 por
grupo). Para obtencdo do grupo CTRL, animais receberam administragdes diarias, via gavagem, do
veiculo (carboximetilcelulose 1%) diluido em &gua filtrada. Ainda, animais receberam fluconazol (100
mg/mL) + veiculo (grupo FLU) ou P. granatum + veiculo, nas concentragdes de 150 ou 300 mg/mL
(grupos Pg150 e Pg300, respectivamente). No canto inferior direito, estéo listados os paradmetros
analisados. Foram realizados trés experimentos independentes.

Legenda: . Administracdo intragastrica (gavagem) com 100 ulL/dia

A Eutanasia dos animais

Dias Experimentais
1 2 3 4 5 6 7 8 Peso Corporal
e f | | | | f | | Screnning hipocratico
BALB/c fémea | [ I I I | [ | Marcadores soroldgicos
(n=5/grupo) . . . . . . . A AlteracGes histopatologicas
CTRL
FLU

Pg150
Pg300

2.8 Avaliacdo do peso corporal dos animais

Do inicio do experimento (dia 1) até a eutanasia (dia 8), os animais de
todos os grupos foram pesados e, através desta mensuracao, foi avaliada a cinética
do peso corporal e o percentual (%) da perda de peso dos animais (final versus
inicial). Para representar este percentual, a média do peso inicial foi considerada
como 100%. Na sequéncia, calculava-se o percentual correspondente a média do

peso final de cada grupo. Este percentual, subtraido de 100, foi representado por
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meio de valores negativos correspondentes a perda. Assim, a seguinte férmula foi

utilizada:

média_do peso final x 100] _ 100

% d da d =
o d¢ perda de peso { média do peso inicial

2.9 Eutanasia dos animais e obtencdo das amostras

A eutanasia dos animais foi realizada no oitavo dia experimental. Os
animais de todos os grupos foram anestesiados com uma dose letal, por injecao
intramuscular no fémur, de Ketamina® (Unido Quimica, S&o Paulo, Brasil), na
concentracdo de 100 mg/Kg por peso corporal, e Xylazina® (Produtos Veterinarios,
Séo Paulo, Brasil) na dose de 10 mg/Kg de peso corporal. Apos, foi realizada a
coleta cirargica do sangue e dos orgaos (baco, figado e rins) para a realizacdo das

analises.

2.10 Avaliacéo soroldgica por meio de marcadores bioquimicos

Apés a eutanasia, com o auxilio de uma seringa de 20 mL, foi realizada a
puncdo cardiaca no ventriculo direito para a coleta do sangue dos animais.
Aproximadamente um volume de 200 pL de sangue foi coletado em microtubos,
centrifugado (5 min a 10.000 rpm) e aspirado para a separacdo do plasma (soro)
livre de hemolise.

As amostras de soro foram mantidas sob refrigeracdo e submetidas a
analise de marcadores bioquimicos séricos: ureia, creatinina, transaminase
glutdmico piravica (TGP), triglicerideos e proteinas totais utilizando os Kkits
comerciais (Bioclin® K047, K016, K035, K031 e K117, Labtest Diagnéstica S.A.,
Lagoa Santa - MG), com metodologias cinéticas, enzimaticas ou colorimétricas em
temperatura de 37°C, de acordo com as recomendacdes do fabricante. A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro semi-automatico a 490-540nm (Analisador

Bioquimico Bio-Plus®, Produtos para Laboratérios Ltda, Barueri).

2.11 Avaliacdo da presenca de alteracfes histopatolégicas no baco, figado e
rins
Logo apds a coleta do sangue, foi realizada a perfusdo no ventriculo

esquerdo com apromimadamente 50 mL de PBS para a remoc¢é&o do sangue residual
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nos vasos e capilares dos érgaos de interesse. Na sequéncia, baco, figado e rins
foram removidos cirurgicamente, pesados e encaminhados para processamento
histotécnico em formalina tamponada (10%). Para analise do peso de cada 6rgao, a
média dos valores obtidos dos grupos FLU, Pg150, Pg300 foi comparada com a
média dos valores do grupo CTRL (100%), obtendo por fim valores percentuais
relativos.

No processamento histotécnico, os 6rgaos foram inicialmente fixados em
formol a 10% (pH 7,4) por 48 h; na sequéncia, foram incubados em concentragdes
seriadas de alcodis, em xilol e, por fim, embebidos em parafina. Apés obtencédo de 3
cortes microscépicos/orgao, equivalentes a 6 um, os mesmos foram corados em
Hematoxilina/Eosina (H&E). A avaliacdo da presenca de alterac6es microscépicas,
descritas abaixo, foi feita por meio de microscopia Optica de luz (Zeiss®, Jena,
Germany), no aumento de 40x e 100x, com o auxilio de um reticulo de integragéo
acoplado a ocular, em 100 campos em cada um dos cortes microscopicos obtidos de
cada oOrgao, totalizando 300 campos microscopicos por orgao de cada animal e,
portanto, 900 campos por grupo experimental. A presenca das seguintes alteracdes

microscopicas, por campo, foi considerada:

e Baco: alteragcbes morfométricas em relacdo a area ocupada pela polpa
branca, os tamanhos médios dos nédulos e foliculos linfoides, e a area
ocupada pela polpa vermelha.

e Figado:

v' vaso hiperémico: aumento do volume sanguineo (hemacias) dentro

do vaso, causando a dilatacdo do mesmo.

v/ micro-hemorragia: ruptura dos capilares causando pequenos focos

hemorragicos, com extravassamento de grupamentos de hemacias
no tecido.

v/ alteracdo hidrépica: alargamento e clareamento citoplasmatico,

eventualmente com obliteracdo sinusoidal. Hepatocitos com focos
anicos ou dispersos com pequenos vacuolos (areas claras) no
citoplasma (hepatocitos balonizados), fenbmeno associado a entrada
de agua intracelularmente.

v/ esteatose microvesicular: acimulo de varias goticulas lipidicas (areas

claras) no interior do hepatdcitos, proximas ao nucleo.



103
5 Resultados e Discussao

v’ esteatose macrovesicular: hepatécitos com citoplasmas ocupados por

um grande vacuolo (&rea clara) que desloca os nucleo para a periferia
celular, em um padréo de cerca de tela de arame.

v" corpusculos de Mallory-Denk: material eosinofilico amorfo acumulado

proximo ao nucleo de hepatdécitos balonizados.
e Rins:

v' micro-hemorragia: ruptura dos capilares causando pequenos focos

hemorragicos, com extravasamento de grupamentos de hemécias no
tecido.
v’ perda/diminuicdo do espaco de Bowman: causada pela

hipercelularidade glomerular devida a presenca de leucdcitos
intracapilares e a proliferagdo de células glomerulares intrinsecas,
obliterando a luz do espaco, e os tubulos; frequentemente contém

micro-hemorragias.

Para cada animal, foi obtida a meédia do numero de campos
microscopicos comprometidos (nos quais havia a presenca de cada uma das
alteracoes microscopicas citadas anteriormente), considerando os 3 campos
avaliados por animal. Na sequéncia, obteve-se a média de campos comprometidos
por grupo (n=3). Uma vez que, para cada corte, foram observados 100 campos, 0s
valores médios, de cada grupo, foram apresentados como valores percentuais de
comprometimento do 6rgao, com relacdo a cada uma das alteracbes microscopicas

avaliadas.

C) Autenticacado do estabelecimento do modelo experimental de candidose oral
localizada em camundongos BALB/c imunossuprimidos apds 7 dias de

infeccédo por C. albicans, e verificacdo da duracédo da infeccao até 14 dias

Para a autenticacdo e verificagdo da permanéncia da candidose oral
experimental, trés experimentos independentes foram realizados e os animais foram

divididos nos respectivos grupos (n=15/grupo):

v CTRL - animais saudaveis que nao receberam nenhum tipo de procedimento.

v IMS - animais apenas imunossuprimidos e eutanasiados apés 14 dias.
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v" IMS/Ca - animais imunossuprimidos, infectados por C. albicans e
eutanasiados apoés 7 dias de infecgdo (grupo estabelecimento da doenca).

v IMS/Ca+7d - animais foram imunossuprimidos, infectados por C. albicans,

receberam gavagem placebo com veiculo (carboximetilcelulose 1%) diluido

em agua filtrada estéril e eutanasiados apds 14 dias de infeccado (grupo

controle de tratamento e permanéncia da infec¢ao).

2.12 Imunossupressao dos animais

A imunossupressao dos animais foi realizada por meio de duas inje¢cdes
(dias 0 e 4) subcutaneas de predinisolona (40 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
United States) na dose de 100 mg/Kg da massa corporal. Para cada injecdo, uma
guantidade de 100 pL do medicamento foi colocada em uma seringa estéril de
capacidade de 1 mL e injetada na porgéo posterior da cabeca do animal, préximo a
regido do pescoco.

Os animais imunossuprimidos receberam ainda cloridrato de tetraciclina
(Farméacia Specifica Ltda., Bauru, SP, Brasil), fornecido na agua de beber na
concentracdo de 0,83 mg/mL, desde a primeira imunossupressao (dia 0) até o
sétimo dia experimental (dia 7), para prevenir o desenvolvimento de infeccbes
bacterianas indesejadas, durante o estabelecimento da doenca, que poderiam
influenciar os resultados.

Para validar a imunossupresséao, os animais foram avaliados através da
cinética e percentual (%) da perda de peso corporal em relacdo ao grupo controle
(CTRL).

2.13 Infeccédo por C. albicans no dorso da lingua dos animais

Para a inducao da candidose oral, foi utilizada a metodologia descrita por
Takakura et al. (2003), porém com algumas modificacbes. Apés a primeira
imunossupresséo (dia 0), os animais foram sedados, via intra-muscular, com 100 pL
de cloridrato de cloropromazina (Farmacias Specifica Ltda., Bauru, SP, Brazil) a 2
mg/mL (50 pL do medicamento em cada fémur). Apds a sedacdo, foi realizada a
aplicacdo tépica de C. albicans, utilizando a suspensédo previamente padronizada
deste fungo (ver item 2.3). Para isto, a lingua de cada animal foi delicadamente
posicionada para fora da cavidade, com o auxilio de uma pinca estéril. Em seguida,

mini-swabs estéreis contendo 200 pL da suspensado padronizada de C. albicans e
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foram levemente friccionados em toda a cavidade oral dos animais, durante um
minuto. Apoés a aplicacao, os animais foram realocados em suas respectivas gaiolas
e 0 ambiente foi climatizado a 30°C, para auxiliar na recuperacao da sedacéo.

Foi realizado um acompanhamento regular, a cada uma hora, durante 24
h, para observar como 0s animais estavam respondendo apés o término do
processo de sedacdo, seguido da pesagem diaria para andlise da cinética e
percentual (%) de perda de peso. Para a verificacdo do sucesso do estabelecimento
da candidose oral, animais foram eutanasiados (ver item 2.9) 7 dias poés-infeccéo
(grupo IMS/Ca) e para a verificagdo da permanéncia da doencga, animais foram
eutanasiados apoés 14 dias de infec¢do (grupo IMS/Ca+7d).

Para autenticar o estabelecimento (7 dias pés-infec¢do) e a permanéncia
(14 dias pos-infecgdo) da doenca, o dorso da lingua dos animais foi avaliada
macroscopicamente quanto a presenca de placas brancas e/ou pseudomembranas,
microbiologicamente a partir da quantificacdo de colonias (UFC/g) do macerado da
lingua, e microscopicamente por meio da quantificacdo de leveduras/hifas em cortes

microscopicos corados com hematoxilina e eosina (H&E).

2.14 Avaliagcdo macroscopica da presenca de placas brancas no dorso da
lingua dos animais

A lingua dos animais foi avaliada macroscopicamente, por meio de
escores clinicos de acordo com Takakura et al. (2003). Para isso, ap0s a eutanasia
(ver item 2.9), a lingua de cada animal foi coletada, com o auxilio de uma pinca e
bisturi estéreis, e submetida a avaliagdo da extensdo das placas brancas e/ou
pseudomembranas formadas na superficie. Inicialmente, utilizando o programa
Image J®, a extensdo total do dorso da lingua foi selecionada no sentido base/apice
em comprimento, bem como em lateralidade. Assim, o valor da extensédo total da
area (mm?) da lingua sem placas, em pixels, foi mensurado e caracterizado como
100%. Cada placa branca formada na superficie da lingua foi mensurada e o valor
de sua da éarea foi dividido ao valor referente a extensao total do dorso da lingua de
cada animal, obtendo-se valores percentuais da extensdo das placas micelias,

obedecendo a seguinte férmula:

(%) = valor da area (mm?2) em pixels da placa branca x 100 %
valor da drea (mm?) em pixels da extens3do total da lingua
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Na sequéncia, estes valores percentuais, obtidos pelos pixels, foram
transformados e classificados em escores clinicos de 0 a 4, como descrito na Tabela
1.

Tabela 1 - Escore clinico, de acordo com um percentual subjetivo da &area total em (mm?)
apresentando alteragcbes compativeis com crescimento flngico, observadas no dorso da lingua de
camungondos BALB/c infectados por C. albicans, baseado em Takakura et al. (2003).

Escore Clinico Caracteristicas macroscoépicas do dorso da
lingua dos animais

Auséncia de placas brancas

Placas brancas em menos de 20%

Placas brancas em mais de 21% e menos de 90%
Placas brancas em mais de 91%

A WO N, O

Placas brancas grossas ou pseudomenbranas em
mais de 91%

Fonte: TAKAKURA et al., 2003.

2.15 Avaliacdo microbiolégica do desenvolvimento de C. albicans no dorso da
lingua dos animais por meio da contagem das Unidades Formadoras de
Colbnias por grama de tecido (UFC/g)

Apoés avaliagdo macroscopica, os animais foram avaliados quanto ao
crescimento fungico (levedura/hifas) obtido no dorso da lingua e no tecido conjuntivo
subjacente. Para isso, a lingua foi coletada cirurgicamente com uma pinca e tesoura
estéreis, e seccionada no sentido base-apice (corte longitudinal) com o auxilio de um
bisturi. Na sequéncia, um dos fragmentos foi colocado dentro de um microtubo de 2
mL (Safe-lock — 2,0 mL, Eppendorf® do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brazil) e 0 mesmo
foi pesado, para obter o valor do peso do orgao coletado, necessario para incluir na
férmula usada para este ensaio microbiolégico. Assim, 200 uL de PBS foram
adicionados em cada microtubo e, com o auxilio de um pistilo, o fragmento da lingua
foi macerado.

Apbés maceracédo, cada microtubo foi completado com 800 pL de PBS
(obtendo o total de 1 mL de homogenato) e homegeneizado em vortex. Sendo
assim, uma aliquota de 100 pL desta suspenséo foi semeada, com o auxilio de uma

alca de Drigalski, na superficie de placas de Petri contendo meio Dextrose Saboraud
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(Sigma Aldrich® Inc., St. Louis, USA) com cloranfenicol; as placas foram incubadas a
37°C por 72 h. ApGs esse periodo, as unidades formadoras de colbénias (UFC) do
género Candida foram contabilizadas. O experimento foi realizado em duplicata e os
dados obtidos foram transformados logaritimicamente (logio) por grama de tecido da
lingua. Por fim, a suspenséo foi centrifugada a 10.000 rpm a 21°C por 10 min, o
sobrenadante foi separado do tecido macerado, e as duas amostras foram
armazenadas a -80°C, em criotubos, para posteriores analises.

2.16 Avaliacao histopatoldgica do dorso da lingua dos animais

O outro fragmento longitudinal das linguas foi encaminhado para
processameto histotécnico (ver item 2.11). Apés obtencéo de 3 cortes microscopicos
(por animal) equivalentes a 6 pum, os mesmos foram corados ora em
Hematoxilina/Eosina (H&E) ora em PAS (acido periddico de Schiff). Em seguida, foi
realizada a avaliacdo das alteracdes microscopicas em microscopia Optica de luz
(Zeiss®, Jena, Germany), no aumento de 40x por toda a extensdo do dorso da
lingua, com o auxilio de um reticulo de integracéo acoplado a ocular, totalizando 100
campos por corte microscopico. Por fim, uma lamina contendo 3 cortes por animal,
foram avaliados 300 campos por animal em cada grupo (n=9).

Esta andlise resultou em dois escores microscopicos, que variavam de O

a4 oude 0 a 3, de acordo com 0s seguintes critérios:

e Quantidade de leveduras/hifas: (0): auséncia; (1): 1 a 5; (2): 6 a 15; (3): 16 a

50 e (4): mais de 50, de acordo com a metodologia de Junqueira et al. (2005).

e Infiltrado inflamatério intraepitelial/subepitelial: de acordo com a intensidade

das células inflamatérias, por meio de uma analise subjetiva: (0) auséncia; (1)

leve; (2) moderado; e (3) intenso.

D) Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das cascas
de P. granatum apés 7 dias de administracdo diaria por gavagem, em
camundongos BALB/c com candidose oral localizada estabelecida

experimentalmente

2.17 Delineamento Experimental

O delineamento experimental (Figura 2) desta etapa foi realizado apds o
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estabelecimento das concentragfes do extrato hidroalcodlico de P. granatum (ver

item 2.6), e do estabelecimento e duracdo da infeccdo até 14 dias (ver itens 2.14,

2.15 e 2.16). Foram realizados trés experimentos independentes nos quais 0sS

animais foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos (n=15 animais/grupo):

v

CTRL: os animais ndo foram submetidos a nenhum tipo de procedimento
experimental.

IMS: os animais foram apenas imunossuprimidos (com as duas injecdes de
predinisolona) e eutanasiados apés 14 dias.

IMS/Ca: os animais foram imunossuprimidos, infectados por C. albicans e
eutanasiados apés 7 dias de infeccdo (grupo controle do estabelecimento da
infeccao).

IMS/Ca+7d: os animais foram imunossuprimidos, infectados por C. albicans,
receberam gavagem placebo com veiculo (carboximetilcelulose 1%) diluido
em agua filtrada estéril e eutanasiados apos 14 dias de infeccdo (grupo
controle de tratamento e da permanéncia da infeccéo).

IMS/Ca+FLU: os animais foram imunossuprimidos, infectados por C. albicans
e receberam tratamento, via gavagem, com 100 mg/Kg de fluconazol.
IMS/Ca+Pg150: os animais foram imunossuprimidos, infectados por C.
albicans e receberam tratamento, via gavagem, com 150 mg/Kg do extrato
hidroalcodlico das cascas de P. granatum.

IMS/Ca+Pg300: os animais foram imunossuprimidos, infectados por C.
albicans e receberam tratamento, via gavagem, com 300 mg/Kg do extrato

hidroalcoolico das cascas P. granatum.
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Figura 2 - Delineamento experimental da avaliagdo antifungica e imunomodulatdria apés as
administracfes diarias de 100 pL de Punica granatum e fluconazol em camundongos BALB/c
infectados por Candida albicans. Para a realizagdo destes ensaios, foram totalizados 120
camundongos fémeas da linhagem BALB/c (n=15 por grupo). Para obtencdo do grupo CTRL, animais
ndo foram submetidos a nenhum tipo de procedimento experimental (animais saudaveis). Grupo IMS:
animais foram apenas imunossuprimidos (com as duas injec6es de predinisolona) e eutanasiados
apos 14 dias do inicio do experimento. Grupo IMS/Ca: animais foram imunossuprimidos, infectados
por C. albicans e eutanasiados apés 7 dias de infeccdo. Grupo IMS/Ca+7d: animais foram
imunossuprimidos, infectados, receberam gavagem placebo com veiculo (carboximetilcelulose 1%)
diluido em agua filtrada estéril e foram eutanasiados apos 14 dias de infec¢do. Grupos IMS/Ca+FLU;
IMS/Ca+Pgl150 e IMS/Ca+Pg300: animais foram imunossuprimidos, infectados, receberam
tratamento, via gavagem, com 100 mg/Kg de fluconazol, ou com 150 mg/Kg ou 300 mg/Kg do extrato
hidroalcodlico de P. granatum (respectivamente), e foram eutanasiados apds 14 dias de infeccéao.
Abaixo, estdo os parametros analisados e suas imagens representativas. Foram realizados trés
experimentos independentes.
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Analise de citocinas

2.18 Tratamento da candidose oral com o extrato de P. granatum e fluconazol
Os tratamentos com o extrato hidroalcoodlico das cascas de P. granatum e
fluconazol tiveram inicio apés o estabelecimento da infeccdo (8° dia experimental).
Apoés a determinacdo das concentracfes de P. granatum e fluconazol, o tratamento
dos animais foi realizado com 100 pL/dia do extrato de P. granatum (150 ou 300
mg/mL, grupos IMS/Ca+Pgl150 e IMS/Ca+Pg300 respectivamente) por ingestao

intragatrica (gavagem), durante 7 dias ap0s o estabelecimento da candidose oral (do
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dia experimental 8 ao 14). No grupo IMS/Ca+FLU, os animais receberam fluconazol
(100 mg/mL) via gavagem (100 pL/dia) na mesma frequéncia (ver Figura 2).

Como controles, animais imunossuprimidos e infectados por C. albicans
foram eutanasiados 7 dias pos-infeccdo (grupo IMS/Ca) para identificar os
parametros patolégicos inerentes do estabelecimento da infeccdo; animais
imunossuprimidos e infectados receberam, apds 7 dias de infeccédo por C. albicans
(grupo IMS/Ca+7d), sete administrac6es diarias do veiculo (carboximetilcelulose
1%) diluido em &gua filtrada estéril (100 pL/dia) para mimetizar as mesmas
condicdes realizadas nos grupos experimentais de tratamento; e animais saudaveis
(CTRL) foram incluidos para analise comparativa dos parametros fisiolégicos com

0s patolégicos.

2.19 Avaliagcdo da atividade antimicrobiana do extrato de P. granatum e
fluconazol no tratamento da candidose oral

Para a avaliacdo da atividade anti-Candida de P. granatum e fluconazol,
desde o inicio do experimento até a eutanasia (8° e 15° dias experimentais), a
cinética do peso corporal e o percentual (%) da perda de peso dos animais foram
avaliados (ver item 2.8). P0s-eutanasia, a lingua de cada animal foi coletada, com o
auxilio de uma pinca e bisturi estéreis, e submetida a avaliacdo macroscopica (ver
item 2.14), microbioldgica (ver item 2.15) e microscopica (ver item 2.16).

Para andlise dos efeitos colaretais de P. granatum e fluconazol em
animais infectados, baco, figado e o0s rins dos animais foram removidos
assepticamente, pesados, encaminhados para processameto histotécnico e

avaliados do mesmo modo como foi realizado na analise toxicoldgica (ver item 2.11).

E) Avaliacdo da atividade imunomodulatdria do extrato hidroalcodlico das
cascas de P. granatum apds 7 dias de administracdo diéria por gavagem, em
camundongos BALB/c com candidose oral localizada estabelecida

experimentalmente

2.20 Avaliacdo da imunomodulacdo do extrato de P. granatum e fluconazol
pés-tratamento da infecgcéo
O perfil da resposta inflamatoéria frente aos diferentes tipos de tratamentos

(P. granatum e fluconazol), para a candidose oral experimental, foi investigado
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sistemicamente (linfonodos cervicais) e in situ (lingua).

Processamento do homogenato (linfonodos cervicais e lingua)

Para as amostras de linfonodos cervicas, apds a eutanasia, a glandula
submandibular proxima aos linfodonos cervicais foi delicadamente removida com o
auxilio de um bisturi estéril. Apds, 2 ou 3 pares de linfonodos cervicais foram
coletados em microtubos. Os mesmos foram pesados, ressuspendidos em 200 pL
de PBS e macerados com um pistilo estéril. Para as amostras de lingua, foram
utilizados os mesmos homogenatos obtidos a partir da anélise microbiologica (ver
item 2.15). Para ambas as amostras, o sobrenadante foi separado do tecido por
meio de centrifugagdo (10 min, 4°C al0.000 rpm) antes de sua utilizagdo neste

ensaio.

Quantificacéo de proteinas totais das amostras

Para determinacdo da concentragdo em proteina total das amostras de
linfonodos cervicais e lingua, foi utilizado o método de Bradford. O método baseia-se
na alteracdo da absorvancia do corante de ligacdo, Coomassie Brilliant Blue G 250,
em meio acido, em que a sua coloracdo avermelhada se converte numa forma
azulada quando se liga a proteina. O maximo de absorcao para o corante varia entre
os 495nm e 595nm, sendo que o aumento da absorvancia € proporcional a
guantidade de corante ligado e, consequentemente, a concentracdo de proteina
presente na amostra.

As determinacdes foram feitas em placas de 96 pocos em duplicata. Para
tracar a curva padrdo, a partir da qual foram calculadas as concentracfes das
amostras, por interpolacdo gréfica, utilizaram-se solucdes de albumina de soro
bovino (BSA) com concentracdes de 125, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL.

O protocolo consistiu na aplicacdo de 5 uL de amostra (homogenato de
linfonodos cervicais ou lingua), ou solucdo de proteina padrdo, em cada poco da
microplaca. A cada um dos pocos foram adicionados 250 pL de reagente de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay). A placa foi incubada durante 5 minutos a
temperatura ambiente, seguindo-se a leitura de absorvancia a um comprimento de

onde de 595 nm, em leitor de microplacas (ELX 800, Biotek).
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Quantificacéo de citocinas e quimiocinas

Na sequécia, as amostras dos homogenatos dos dois tecidos (linfonodos
cervicais e lingua) foram submetidas a quantificacdo das citocinas e quimiocinas
GM-CSF, IFN-y, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-17E, IL-17F, IL-22, IL-
23, MIP-1a, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 e TNF-qa, utilizando os kits MILLIPLEX®
Mouse Cat #Th1l7/MTH17MAG-47K e Cat #TGFB 1,2,3/TGFBMAG-64K-03, pela
tecnologia Luminex® xMAP® (Multiple Analyte Profiling) da EMDMillipore segundo
as informagoes do fabricante (Merck Millipore Co., MA, USA).

Sucintamente, microesferas de captura recobertas por anticorpos
monoclonais especificos para cada analito sdo adicionados aos pocos, juntamente
com amostras e padrdes (25 pL de cada de amostras diluidas 1:30). Apds incubacédo
e lavagem, uma mistura de anticorpos biotinilados secundarios é adicionada. Em
seguida, a estreptavidina conjugada com a proteina fluorescente € incubada por um
periodo breve. Apds lavagem, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
contendo as microesferas foi ressuspendido em uma solugéo tampdao. Para a analise
das citocinas TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, foi necesséario o pré-tratamento das
amostras atraves de procedimento de acidificacao.

As leituras dos padrbes e amostras foram realizadas pelo aparelho
Luminex® 100 (Luminex Corporation, Texas, USA) com software analisador de
microesferas MAGPIX (Luminex Corporation, Texas, USA). Todas as amostras e
curvas-padrao foram processadas em duplicata e os resultados foram representados
em pg/mL. Os limites inferiores e superiores decritos pelo controle de qualidade (QC)
utilizados para a elaboracdo da curva-padrdo do controle de cada citocina e
guimiocina (expected range), disponibilizados pelos kits, estdo disponiveis no Anexo
B.

2.21 Anédlise dos resultados

As diversas varidveis numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos
pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para distribuicdo gaussiana dos
dados. Os resultados foram apresentados por meio da média + desvio padréo (SD) e
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) a um ou dois critérios (One-Way ou
Two-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD (Honest Significant Difference),
possibilitando a comparacdo entre os diferentes tratamentos. Caso contrario, foi

utiizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. A diferenca foi considerada
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estatisticamente significativa, em todos os ensaios, quando p<0.05, através do
programa estatistico computadorizado GraphPad Prima 5.0 (GraphPad®, San Diego
CA, USA) e Statistica 10.0 (StatSoft®, Tulsa, OK, USA).

3 RESULTADOS

A) Anélise fitoquimica e inibitoria frente a C. albicans do extrato hidroalcodlico

das cascas de P. granatum

3.1 Separacdo e identificacdo cromatografica dos compostos bioativos
presentes em P. granatum.

Para caracterizar o perfil fitoquimico por meio da identificacdo dos
compostos presentes nas cascas de P. granatum, o material liofilizado e o extrato
hidroalcoolico foram solubilizados em uma solucdo de metanol:agua 1:1 (v/v) e
analisados por UHPLC-qTOF-MS/MS. Uma representacdo dos cromatogramas

obtidos pode ser observada na Figura 3 e os compostos identificados na Tabela 2.
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Figura 3 - Cromatogramas do pico base das amostras de Punica granatum. Material vegetal
liofilizado com ESI em modo positivo (A) e negativo (C), e extrato hidroalcodlico liofilizado com ESI
em modo positivo (B) e negativo (D). Os nimeros referem-se aos compostos identificados na Tabela
2. Os espectros de massas obtidos podem ser consultados no Apéndice A.

Tempo (minutos)

Foram identificados oito compostos presentes na matriz vegetal de P.
granatum (Tabela 2). Através da sensibilidade do detector acoplado, moléculas
foram ionizadas gerando diferentes picos no cromatograma (Figura 3). Os taninos
representam uma classe de compostos bioativos que concentram-se, em maior
parte, na casca. O composto bioativo mais ionizado, ou seja, que apresentou maior
altura/éarea de pico no extrato hidroalcodlico das cascas de P. granatum foi o tanino
hidrolisavel punicalagina.

Na separacdo e identificacdo por cromatografia, a punicalagina se
apresenta com dois picos, sendo um semelhante ao outro em relagdo ao expectro
na regicao de UV. Este fato indica que os compostos séo isolados sob forma de

an6meros (punicalaginas a e ), portando os dois picos sao pertencentes a uma
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Unica substancia (CALANI, et al., 2013; GOMEZ-CARAVACA et al., 2013; NUNCIO-
JAUREGUI et al., 2015; GARCIA-VILLALBA et al. 2015; MINGXUN WANG et al.,

2016).

Outros compostos polifendis foram

identificados,

como punicalina,

pedunculagina, granatina B, galloyl-HHDP-hexosid (isdbmero de punicalagina) e

HHDP-hexosideo também foram encontrados na matriz vegetal.

Tabela 2 - Caracteristicas espectrais dos compostos isolados nas amostras de frutos de P. granatum

ESI (+) ESI (-)
fon
t, Formula precursor ions fon fons
Composto ) N Erro Erro
(min) ~ molecular  [M+Na] ou produto precursor produto
. (ppm) . (ppm)
[M+H] (M/2)  [M-H] (m/2) (m/z)
(m/z)
464.0627
HHDP- 300.9993
1 0.554 C,H,0,, 481.0627 1.87
hexosideo 275.0199
191.0201
721.0322
o 601.9974
2 Punicalina 1182 C,H,,0,, 8050493 -0.25 603.0027  781.0530 0.77
575.0111
300.9989
i i 765.0566 781.0535
3 a-punicalagina 2526 C,H,,O, 1107.0553 -0.45 1083.0598  1.02
603.0042 600.9897
i i 765.0561 600.9899
4  B-punicalagina 2.909 C,H,O,  1107.0537 -1.89 1083.0601  1.29
603.0036 300.9993
823.0588
5 pedunculagina 3.084 C,H,O,  959.0770 0.31  349.0898
277.0347
6 pedunculagi 3.192 C,H,O 959.0758  -0.94 767.0739
edunculagina 3. . -0.
P J e 153.0181
galloyl-HHDP- 463.0524
7 ) 3.440 C,H, 0, 633.0738 1.58
hexosid 300.9993
) 463.0526
8 granatina B 3.808 C,H,0, 975.0706  -0.41 783.0677 951.0743 0.32 300.9991

t, = tempo de retencéo; ionizag&o eletrospray no modo de fon positivo [ESI(+)] e negativo [ESI(-)].
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3.2 Concentracdo minima inibitéria (CIM) de P. granatum e fluconazol frente a
C. albicans.

A partir dos ensaios realizados para a determinagéo da CIM do fluconazol
e P. granatum frente a C. albicans, foi verificado que a maior concentragcao testada
de fluconazol (150 mg/mL) resultou em maior percentual de inibicdo da carga
fungica, sendo capaz de inibir o crescimento de C. albicans em 75,6% (morte
fungica), diferenciando estatisticamente de todas as demais concentracfes testadas
(p<0,05), as quais apresentaram um padrao semelhante de percentual de morte
fungica, ou seja, aproximadamente 47%, a partir de 75 mg/mL, ndo havendo
diferencgas significativas entre elas (Figura 4A).

Em relagdo a P. granatum, a partir de 18,75 mg/mL, o extrato inibiu 50%
da carga fangica, diferenciando significativamente (p<0,05) das concentracfes de
2,34 a 0,29 mg/mL, caracterizando a CIM deste material vegetal neste trabalho
(Figura 4B). Para fins comparativos, os valores correspondentes ao percentual de
morte fangica apos contato com fluconazol a 150 mg/mL foram adicionados na
Figura 4B.

Figura 4 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) de fluconazol (A) e Punica granatum (B) frente
a Candida albicans. De acordo com o protocolo EUCAST (EUCAST, 2000), ambos 0s ensaios
foram realizados com 10° células/mL de C. albicans (ATCC 18804) desafiadas com diluicbes
seriadas de 150 até 0,29 mg/mL de fluconazol (A) ou P. granatum (B). A sigla FLU representa os
valores percentuais médios de morte flingica, apds contato com 150 mg/mL de fluconazol. A linha
tracejada em vermelho representa 50% de inibi¢cdo do crescimento de C. albicans. Foram realizados
3 experimentos independentes em triplicata e os dados foram trasportados para percentual de morte
fangica, de acordo com os valores obtidos no controle de crescimento (in6culo + RPMI-1660). Os
resultados foram apresentados por meio da média + desvio padrdo (SD) e submetidos a Andlise de
Variancia (ANOVA) a um critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. Em (A) #
p<0,05 vs 75 a 0,29 mg/mL de fluconazol. Em (B) # p<0,05 vs 150 a 0,29 mg/mL de P. granatum; *
p<0,05 vs 2,34 a 0,29 mg/mL de P. granatum.
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B) Avaliacdo da toxicidade do extrato hidroalcodlico das cascas de P.

granatum e do fluconazol administrados em camundongos BALB/c saudaveis

3.3 Cinética corporal e percentual (%) da perda de peso (final versus inicial)

Apo6s a mensuracdo do peso de todos os animais, foi possivel avaliar a
cinética corporal e o percentual de perda de peso entre os diferentes grupos (CTRL,
Pg150, Pg300 e FLU) do inicio (dia 1) até o final do experimento (dia 8). Os animais
gue receberam as administracdes diarias de fluconazol (FLU), apGs o terceiro dia
experimental, apresentaram reducédo significativa do peso corporal (p<0,05) que se
manteve até o momento da eutanasia dos animais (dia 8). Esta reducdo néo foi
observada nos animais controle (CTRL), bem como naqueles que receberam
administracdes do extrato de roma, independente da concentracdo (Pg150 e Pg300)
(Figura 5A).

Corroborando os resultados da cinética corporal, na anéalise do percentual
de perda de peso, os animais do grupo FLU, ao final do experimento (dia 8)
perderam em média -5,14% de seu peso quando comparado ao peso incial,
diferenciando dos demais grupos avaliados; enquanto que os animais dos grupos
Pg150 e Pg300 perderam apenas -3,8% e -3,4% de seu peso, respectivamente, ndo
diferindo do controle. Os animais do grupo CTRL n&o perderam peso ao longo do

experimento (Figura 5B).
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Figura 5 - Cinética do peso corporal (A) e percentual da perda de peso (B) de camundongos
BALB/c ap6s administracdo diéaria, via gavagem, de 7 doses de Punica granatum (Pg150 e
Pg300) ou fluconazol (FLU). Do inicio do experimento (dia experimental 1) até a eutanasia (dia
experimental 8), os animais dos grupos CTRL, FLU, Pg150 e Pg300 foram pesados diariamente, e
os valores médios resultaram em uma cinética do peso corporal, representada por diferentes
linhas, de acordo com os grupos. Para avaliar o percentual da perda de peso corporal, a média do
peso inicial foi considerada como 100% e, na sequéncia, calculou-se o percentual correspondente
a média do peso final. Este percentual foi subtraido de 100 e representado por meio de valores
negativos. Foram realizados 3 experimentos independentes (n=15 por grupo). Os resultados foram
apresentados por meio da média + desvio padrdo (SD) e submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) a um critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. Em (A) * p<0,05 vs
CTRL, Pg150 e Pg300 a partir do 3° dia experimental. Em (B), * p<0,05 vs CTRL, Pg150 e Pg300
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3.4 Screnning hipocratico dos animais

Sobre os pardmetros comportamentais e fisioldgicos, os animais foram
avaliados quanto ao consumo de racdo e agua e o percentual (%) de defecacéo.
Além disso, estimulos sensoriais como a resposta ao toque e ao aperto da cauda
foram observados diariamente e os resultados estdo apresentados na Tabela 3. Em
relagdo ao consumo de ragao, os animais que foram submetidos a administracao do
extrato de P. granatum durante 7 dias, independentemente da concentracao (Pg150
ou Pg300), alimentaram-se mais do que os animais controle (CTRL), assim como
mais do que o0s animais que receberam fluconazol (FLU) (p<0,05).
Consequentemente, animais tratados com roma apresentaram uma menor perda de
peso ao longo do experimento (Figura 5B), com relagdo ao grupo FLU. Em
concordancia, o percentual de perda de peso dos animais do grupo Pg néo diferiu do
CTRL, embora os valores tenham sido negativos.

Quanto a ingestdo de agua pelos animais, houve consumo similar ao
longo do experimento (dia 8 versus dia 1) do grupo Pg150 em relacdo ao CTRL.

Considerando a atividade do sistema nervoso auténomo, monitorada
através do percentual de defecacdo, apenas os animais tratados com P. granatum
apresentaram percentual semelhante ao grupo CTRL.

Segundo os testes realizados para avaliar a atividade do sistema
sensorial, ou seja resposta ao toque e resposta ao aperto da cauda, 3 dos 15
animais do grupo FLU e 2 do grupo Pg300 ndo responderam apos serem tocados
com uma pin¢a por um intervalo de tempo de 15 segundos, apos trés dias das
respectivas administracbes. De forma concordante, 6 animais do grupo FLU
(p<0,05) e um animal do grupo Pg300 néo reagiram, com o movimento de expulsao,
logo ap6s sofrerem pressdo na ponta da cauda, apdés o segundo dia de

administracao terapéutica.
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Tabela 3 - Screnning hipocratico dos camundongos BALB/c saudéaveis. Animais receberam, por
gavagem durante 7 dias, 300 e 150 mg/mL (grupos Pg300 e Pg150, respectivamente) ou 100 mg/mL de
fluconazol (grupo FLU). Animais siudaveis, que ndo receberam as adminstragfes dos farmacos,
compdem o grupo controle (CTRL). Foram realizados 3 experimentos independentes (n=15 por grupo).
O consumo diario de racao e agua, bem como o percentual de defecacgdo, foram obtidos através de
valores percentuais do primeiro dia experimental (Dia 0) vs o dia da eutandsia (Dia 8). Os resultados
foram apresentados por meio da média + desvio padrdao (SD) e submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) a dois critérios (Two-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. * p<0,05 vs CTRL, *
p<0,05 vs FLU e ¥ p<0,05 vs Pg300. Os resultados em relagdo a resposta ao toque e ao aperto da
cauda foram indicados de acordo com a quantidade de animais (n) que respondiam aos respectivos

estimulos.
Resposta Resposta
Consumo diario de Consumo diario Defecaco (%) ao toque ao aperto
racao (%) de &gua (%) ¢ > (n) da cauda
(n)
CTRL 16,7 + 1,150 10,6 + 0,351° 113,3 £ 11,55° 15 15
FLU 15,3 + 0,321 21,3 + 0,602* 86,2 + 0,907* 12 09*
Pg150 26,6 +1,528*°" 11,9 + 1,00°Y 112,2 +0,90" 15 15
Pg300 37,4 +0,306*° 18,1 + 0,907** 105,5 + 7,67° 13 14

3.5 Avaliacdo dos marcadores bioquimicos séricos

Os niveis séricos de ureia, creatinina e proteinas totais, apos 7 dias de
administracdo, tanto de P. granatum, independente da concentracdo, como de
fluconazol (Pg150, Pg300 e FLU), mantiveram-se semelhantes aos animais do
grupo CTRL.

Entretanto, houve aumento significativo (p<0,05) de TGP e triglicerideos
no soro dos animais do grupo FLU (120 U/mL e 76,3 mg/dL, respectivamente a cada
marcador) tanto em relacdo aos valores de referéncia destes marcadores em
camundongos da linhagem BALB/c (linha vermelha — ALMEIDA et al., 2008) como
em relacdo aos animais dos grupos CTRL, Pg150 e Pg300 (Figura 6).
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Figura 6 - Anélise dos marcadores bioquimicos séricos de camundongos BALB/c saudaveis.
Foram analisados Ureia (A), Creatinina (B), Transaminase glutadmico piravica — TGP (C), Triglicérides
(D) e Proteinas totais (E) no soro dos animais BALB/c saudaveis ap6s administracdo diaria, via
gavagem, de 7 doses de Punica granatum (Pg150 e Pg300) ou fluconazol (FLU). A linha tracejada em
vermelho representa os valores basais para a linhagem de camundongos BALB/c de acordo com
Almeida et al. (2008) Foram realizados 3 experimentos independentes (n=15 por grupo). Os
resultados foram apresentados por meio da média + desvio padrao (SD) e submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) a um critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. * p<0,05 vs
CTRL e # p<0,05 vs Pg150 e Pg300.
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3.5 Peso e andlise de alteracdes histopatolégicas presentes no bago, figado e
rins dos animais

Apos as administracdes diarias e fluconazol e P. granatum, o Unico 6rgéo
gue apresentou valores percentuais de peso distintos do controle (CTRL) foi o figado
(p<0,05). No grupo FLU houve ganho médio de 18,2%, enquanto que nos grupos
Pg150 e Pg300 os valores foram semelhantes ao CTRL (Tabela 4).

Tabela 4 - Percentual relativo do peso dos orgaos (baco, figado e rins) de camundongos
BALB/c saudaveis. Animais receberam por gavagem, durante 7 dias, 300 e 150 mg/mL (grupos
Pg300 e Pg150, respectivamente) ou 100 mg/mL de fluconazol (grupo FLU). Animais saudaveis, que
ndo receberam as adminstracGes dos farmacos, compdem o grupo controle (CTRL). Para andlise do
peso (em percentual) de cada érgdo, a média dos valores obtidos dos grupos Pg150, Pg300 e FLU
foram comparados com a média dos valores do grupo CTRL (a qual foi considerada 100%); obtendo-
se, por fim, valores percentuais relativos. Foram realizados 3 experimentos independentes (n=15 por
grupo). Os resultados foram apresentados por meio da média + desvio padrdo (SD) e submetidos a
Analise de Variancia (ANOVA) a dois critérios (Two-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. *
p<0,05 vs CTRL.

Baco (%) Figado (%) Rins (%)

CTRL 100+ 0 1000 100+0
FLU 98,5 +47,6 118,2 +9,6* 95,3+32,5
Pg150 108,9 + 26,2 95,6 +6,3 96,6 + 27

Pg300 89,1 + 23,3 99,7+7,2 103,4+17,8

Alteracbes macro e microscopicas, ap0s a administracdo dos farmacos,
foram observadas no figado e nos rins dos animais. No baco, independentemente do
grupo avaliado, ndo foram visualizadas alteragbes morfométricas, portanto este
o0rgdo manteve suas caracteristicas histologicas semelhantes ao controle (CTRL),
mesmo apos a administracdo diaria das concentragcbes de P. granatum ou de

fluconazol (Apéndice B).

FIGADO
Macroscopicamente, o figado dos animais do grupo FLU apresentou-se
mais pastoso, com bordas abauladas, consisténcia amolecida, coloracdo amarelada

em toda a sua extensdo, superficie externa lisa e brilhante, e superficie de corte
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untuosa, sem marcacdo lobular (Apéndice C). Ainda, os figados dos animais
administrados com fluconazol apresentaram significante frequéncia de todas
alteracbes microscoépicas avaliadas com relacdo aos demais grupos (CTRL, Pg150 e
Pg300) (p<0,05). Tais alteracdes encontradas mais frequentemente foram esteatose
microvesicular, principalmente nas zonas periportal, justasinusoidal ou centrolobular;
e esteatose macrovesicular, perfazendo uma média de 93,7% e 98,3%,
respectivamente, da area do 6rgao avaliada (Tabela 5 e Apéndice D e E). Ainda, foi
possivel observar a presenca de alguns corpusculos de Mallory-Denk no interior de
hepatocitos balonizados (Apéndice E).

Nos grupos Pgl50 e Pg300, ndo se observaram alteracdes
macroscopicas nos figados (Tabela 5). Com relacdo as alteragdes microscopicas,
estes O0rgaos apresentaram apenas focos de vasos hiperémicos (em uma média de
8% e 12,1% da éarea, respectivamente), e de micro-hemorragia (em uma média de

6,9% e 11,1% da area, respectivamente).

RINS

De modo semelhante ao observado na avaliacdo dos figados, o

fluconazol também demonstrou ser toxico para este 0rgao. Macroscopicamente, 0s
rins dos animais do grupo FLU apresentaram regides periféricas enegrecidas,
sugerindo a presenca de areas de necrose (Apéndice C). Também, as alteracdes
microscopicas foram mais frequentes neste grupo, em relacdo aos demais, com
médias de 79,4% de campos apresentando micro-hemorragias e 89,6%
apresentando perda do espaco de Bowman (Tabela 6 e Apéndice F). Raramente,
estas alteracbes foram detectadas nos rins dos animais que receberam a

administracdo de P. granatum (2,1% e 1%, respectivamente, no grupo Pg300).
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Tabela 6 - Valores percentuais referentes a frequéncia de alteragdes microscopicas
observadas nos rins de camundongos BALB/c saldéaveis. Animais saudaveis receberam por
gavagem, durante 7 dias, 300 e 150 mg/mL (grupos Pg300 e Pg150, respectivamente) ou 100 mg/mL
de fluconazol (grupo FLU). Animais saudaveis, que ndo receberam as adminstracdes dos farmacos,
compdem o grupo controle (CTRL). A avaliacéo da presenca de alteracdes microscoépicas foi feita por
meio de microscopia Optica de luz, no aumento de 40x, em 3 cortes microscopicos (100
campos/corte) dos rins corados em Hematoxilina/Eosina (H&E). Acima, a esquerda, imagem
macroscopica dos rins; a direita, imagens representativas das diferentes alteragdes microscopicas (as
imagens podem ser melhor visualizadas no Apéndice F). Para cada animal, foi obtida uma média
percentual da frequéncia em 300 campos microscopicos; na sequéncia, obteve-se a média final do
grupo (n=3 animais, totalizando 900 campos microscépicos), que representa o valor percentual de
area comprometida do 6rgdo, com relacdo a cada uma das alteragcdes microscopicas. A auséncia de
alteracfes foi representada por (------ ) na Tabela. Os resultados foram apresentados por meio dos
valores percentuais médios da frequéncia de cada alteracdo microscépica + desvio padrdo (SD) e
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) a um critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de
Tukey HSD. * p<0,05 vs CTRL.

VALORES PERCENTUAIS

RINS Perda/diminuicéo
Micro-hemorragia do espaco de

C e D) Avaliacdo da atividade antimicrobiana de P. granatum apo6s 7 dias de
administracdo diaria por gavagem, em camundongos BALB/c com candidose

oral localizada estabelecida experimentalmente

3.6 Cinética corporal e percentual (%) da perda de peso (final versus inicial)
Apods a mensuracao do peso de todos os animais, foi possivel avaliar a

cinética e o percentual de perda de peso entre os diferentes grupos (CTRL, IMS,

IMS/Ca, IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300) do inicio (dia
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0) até o final do experimento (dia 8 para IMS/Ca e dia 15 para os demais grupos).
Considerando a cinética e a média do peso inicial (23,2 g), apés a primeira
imunossupresséo (dia 0) seguida da infeccdo por C. albicans (dia 1), os animais
(IMS/Ca, IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pgl150 e IMS/Ca+Pg300) perderam
peso abruptamente, o que n&o foi observado, entre os dias experimentais 1 e 2, nos
animais apenas imunossuprimidos (IMS). Apds o segundo dia experimental, a perda
de peso foi menor, apresentando um leve ganho de peso entre os dias 3 e 4. No
momento da segunda imunossupressdo (dia 4), houve novamente uma perda de
peso nos animais infectados (IMS/Ca, IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e
IMS/Ca+Pg300) até o sétimo dia poés-infeccdo (Figura 7A). Assim, foi possivel
estabelecer que esta reducdo de massa corpérea deve-se ao estabelecimento do
modelo experimental (dia 0 ao dia 7), sendo mais agravante nos animais infectados.

A partir do dia 7 até o final do experimento (dia 15), os animais
infectados e néo tratados (IMS/Ca+7d) ndo ganharam peso, mantendo-se com uma
média de 19,2 g, até o final do experimento. Como esperado, 0s animais nao
infectados (IMS) recuperaram parte do seu peso inicial, atingindo uma média de
21,34 g. Recuperacao do peso corporal também foi observada entre os animais
tratados com fluconazol ou P. granatum tende parcialmente a se restabelecer
(IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300), porém atingindo médias inferiores
ao grupo IMS (Figura 7A).

Considerando a analise do percentual de perda de peso inicial versus
final, os animais do grupo IMS perderam menos peso ao final do experimento (-
7,75%) em relacdo aos demais grupos submetidos ao modelo experimental (-
13,68%, -21,18%, -15,66%, -11% e -11,85% respectivamente a IMS/Ca, IMS/Ca+7d,
IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pgl150 e IMS/Ca+Pg300). Os animais infectados e ndao
tratados (IMS/Ca+7d) mostraram o maior percentual de perda de peso (-21,18%),

diferenciando estatisticamente de todos os outros grupos (p<0,05) (Figura 7B).
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Figura 7 - Cinética do peso corporal (A) e percentual da perda de peso (B) de camundongos
BALB/c pos-tratamento da infeccdo por Candida albicans. Do inicio do experimento (dia
experimental 0) até a eutandsia (dia experimetal 8 ou 15), os animais dos grupos CTRL, IMS,
IMS/Ca, IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300 foram pesados diariamente
para a obtencao dos valores médios, resultando em uma cinética do peso corporal, representada
por diferentes linhas, de acordo com os grupos. Para avaliar o percentual da perda de peso
corporal, a média do peso inicial foi considerada como 100% e, na sequéncia, calculou-se o
percentual correspondente a média do peso final. Este percentual foi subtraido de 100 e
representado por meio de valores negativos. Foram realizados 3 experimentos independentes
(n=15 por grupo). Os resultados foram apresentados por meio da média + desvio padrdo (SD) e
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) a um critérios (One-Way), seguida do teste post-hoc
de Tukey HSD. Em (A) e (B), todos os grupos experimentais diferiram do grupo CTRL. Em (A), *
p<0,05 em relagdo 15° dia experimental vs o primeiro dia (dia 0) em IMS ou IMS/Ca ou
IMS/Ca+FLU ou IMS/Ca+Pg150 ou IMS/Ca+Pg300. Em (B), * p<0,05 vs IMS ou IMS/Ca ou
IMS/Ca+FLU ou IMS/Ca+Pg150 ou IMS/Ca+Pg300.
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3.7 Avaliacdo macroscOpica da presenca de placas brancas no dorso da lingua
dos animais

Considerando a &rea (mm?) da extensdo total, o dorso da lingua dos
animais infectados e que receberam tratamento com fluconazol (IMS/Ca+FLU) ou P.
granatum, independentemente da concentragéo (IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300),
apresentou menor percentual de areas com placas micelias, e consequentemente
menores médias de escores (0.12, 0.36 e 0.36), com relacdo aos controles da
infeccéo (IMS/Ca — escore 2 e IMS/Ca+7d — escore 1; p<0,05).

Vale ressaltar que as placas brancas e/ou pseudomembranas reduziram
significativamente ao longo do tempo, nos animais néo tratados, como pode ser
observado ao se comparar os grupos IMS/Ca e IMS/Ca+7d. Porém, a reducao
dessas areas foi significativamente maior quando os animais foram tratados com

fluconazol ou P. granatum, independentemente da concetracdo testada (Figura 8).

Figura 8 - Escore clinico (macroscopico) estabelecido, considerando-se a area total com
presenca de placas brancas e/ou pseudomembranas no dorso da lingua de animais BALB/c
dos diferentes grupos (IMS/Ca, IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300). Foi
estabelecida a porcentagem da area (mm?) por meio dos valores em pixels gerados pelo programa
Image J®, apbés documentacdo fotogréfica dos dorsos das linguas. Na sequéncia, estes valores
percentuais foram classificados de acordo com os escores clinicos pré-estabelecidos de 0 a 4 de
acordo com a Tabela 1. Na esquerda, a média do escore clinico para cada um dos grupos. Na direita,
imagens representativas das caracteristicas macroscopicas do dorso da lingua dos animais, onde (0)
representa a auséncia de placas brancas; (1) placas brancas em menos de 20% da extenséo total do
dorso da lingua; (2) placas brancas em mais de 20% e menos de 90%; (3) placas brancas em mais
de 91%; e (4) placas brancas e/ou pseudomembranas em mais de 91%, baseado no modelo
experimental de Takakura et al. (2003). Foram realizados 3 experimentos independentes (n=15 por
grupo). Os resultados foram apresentados por meio da média + desvio padréo (SD) e submetidos a
Anélise de Variancia (ANOVA) a um critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. *
p<0,05 vs IMS/Ca e IMS/Ca+7d e # p<0,05 vs IMS/Ca.
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3.8 Avaliacdo microbiolégica do desenvolvimento de C. albicans no dorso da
lingua dos animais

Nos grupos controle da infeccdo (IMS/Ca) e permanéncia da doenca
(IMS/Ca+7d), foram quantificados os maiores valores de UFC/g (5,42log:0 €
4,28log0, respectivamente), os quais diferiram estatisticamente com relacdo aos
grupos tratados (IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pgl150 e IMS/Ca+Pg300). Ainda, foi
possivel observar uma ligeira redu¢cdo do nimero de UFCs ao longo do tempo
nagueles animais que nao receberam tratamento (IMS/Ca versus IMS/Ca+7d).

Como esperado, a menor quantificacdo de UFCs no dorso da lingua
(0,32log1p) foi obtida naqueles animais que receberam o tratamento com fluconazol
(IMS/Ca+FLU). De modo interessante, a quantificacdo de UFCs em animais que
receberam o tratamento com Pg300 (IMS/Ca+Pg300) foi semelhante (1,30log1p) a do
grupo IMS/Ca+FLU. Em relacéo ao grupo IMS/Ca+Pg150, foram contabilizadas mais
UFCs (2,35l0g10) do que no grupo que recebeu o tratamento com fluconazol (Figura
9).

Figura 9 - Quantificacdo das Unidades Formadoras de Col6nias de Candida albicans por grama
de tecido (UFC/g), apds a maceracdo de fragmento de lingua obtida de animais BALB/c dos
diferentes grupos (IMS/Ca, IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300). Foram
realizados 3 experimentos independentes (n=15 por grupo). Os resultados foram transformados
logaritimicamente (log10) e apresentados por meio da média + desvio padrdo (SD) e submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) a um critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. *
p<0,05 vs IMS/Ca e IMS/Ca+7d e # p<0,05 vs IMS/Ca+FLU.
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3.9 Avaliagcdo microscopica do dorso da lingua dos animais infectados e
tratados com P. granatum e fluconazol

De acordo com o escore referente a quantificacdo de leveduras/hifas de
C. albicans no dorso da lingua dos animais infectados e tratados, os grupos contole
da infeccdo (IMS/Ca) e permanéncia da doenca (IMS/Cat+7d) foram o0s que
apresentaram o0s maiores escores (4 e 3, respectivamente), sendo possivel
contabilizar, em média, mais de 50 células fangicas por campo; autenticando o
modelo esperimental in vivo de candiose oral desenvolvido por Takakura et al.
(2003). Embora sem diferenca estatisticamente significativa, houve uma redugcao no
namero de leveduras/hifas no dorso da lingua, passados os 7 dias de infecdo
(IMS/Ca versus IMS/Ca+7d).

Em alguns campos dos cortes microscopicos das linguas dos animais do
grupo IMS/Ca, alteracdes epiteliais como hiperplasia, desorganizacdo da camada de
células basais, desaparecimento total ou parcial da arquitetura das papilas filiformes
e hiperqueratose foram encontradas. Além disso, foi observado que algumas hifas,
ja aderidas, invadiram a barreira epitelial e atingiram o tecido conjuntivo subjacente,
sinal indicativo de patogenicidade de C. albicans.

Como esperado, nos animais que receberam tratamento com fluconazol
(IMS/Ca+FLU), bem como nos animais saudaveis (CTRL), ndo havia presenca de
leveduras ou hifas de C. albicans (escore 0) na superficie das linguas.

De modo interessante e de grande relevancia para este trabalho, o
tratamento com P. granatum, independentemente da concentracdo (IMS/Ca+Pg150
e IMS/Ca+Pg300) resultou em reducdo dos escores de quantificacdo de células
fungicas no dorso da lingua, em relacdo aos controles infectados, revelando uma
média de apenas 4/5 leveduras/hifas (escore 1) por campo microscopico. Além
disso, nos grupos tratados (IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pgl50 e IMS/Ca+Pg300),

nenhuma alteracao histopatoldgica foi observada como em IMS/Ca (Figura 10).
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Figura 10 - Escore microscoépico referente a quantificacdo de leveduras/hifas de Candida
albicans no dorso da lingua de camundongos BALB/c nos diferentes grupos (CTRL, IMS/Ca,
IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300). Abaixo, imagens representativas do
escore microscopico estabelecido por Junqueira et al. (2005), ou seja, (0): nenhuma levedura/hifa;
(1): 1 a 5 leveduras/hifas; (2): 6 a 15 de leveduras/hifas; (3): 16 a 50 leveduras/hifas; e (4): mais de 50
leveduras/hifas de acordo com Junqueira et al. (2005). As laminas foram coradas com acido periddico
de Schiff (PAS) e os cortes foram analisados através de microscopia 0ptica comum (aumento de 40x).
As imagens podem ser melhor visualizadas no Apéndice G. Foram realizados 3 experimentos
independentes (n=15 por grupo). Os resultados foram apresentados por meio da média + desvio
padrédo (SD) e submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) a um critério (One-Way), seguida do teste
post-hoc de Tukey HSD. Simbolos iguais representam p<0,05. O grupo CTRL diferiu dos demais
grupos avaliados (p<0,05).
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Os resultados referentes a intensidade do infiltrado inflamatorio
intraepitelial/subepitelial estdo em concordancia com aqueles obtidos a partir do
escore referente a quantificacdo de leveduras/hifas. Como esperado, o infiltrado
inflamatoério intraepitelial/subepitelial estava mais evidente nos grupos que
apresentaram maior numero de leveduras/hifas (IMS/Ca e IMS/Ca+7d). De fato, o
modelo experimental de candidose oral, utilizado no presente trabalho, resultou em
um processo inflamatério caracterizado por um infiltrado predominantemente
mononuclear intenso (escore 3) com localizacdo intra e subepitelial (IMS/Ca), que ao
longo do tempo experimental, torna-se moderado (escore 2) e apenas subepitelial
(IMS/Ca+7d), diferentemente dos animais do grupo controle (CTRL), que né&o
apresentaram resposta inflamatoria decorrente da auséncia de C. albicans nestes
animais (Figura 11).

Ja4 em relacdo ao tratamento da candidose oral com fluconazol
(IMS/Ca+FLU) ou P. granatum (IMS/Ca+Pg150 ou IMS/Ca+Pg300), o infiltrado foi
considerado leve (escore 1); apenas algumas células inflamatérias dispersas no
tecido conjuntivo subjacente foram observadas. Estes dados corroboram aqueles
obtidos previamente neste trabalho por meio das outras analises realizadas,
sugerindo fortemente uma regressao da candidose oral induzida nos animais apos o
tratamento com administracdes diarias, via gavagem, do extrato de P. granatum, de
modo similar ao tratamento convencional utilizando o medicamento sintético

fluconazol.
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Figura 11 - Escore microsclpico referente a intensidade do infiltrado inflamatdrio
intra/subeptelial no dorso da lingua de camundongos BALB/c nos diferentes grupos (CTRL,
IMS/Ca, IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pgl50 e IMS/Ca+Pg300). Abaixo, imagens
representativas do escore microscépico de acordo com a intensidade das células inflamatorias: (0)
auséncia; (1) leve; (2) moderado; e (3) intenso. As laminas foram coradas com Hematoxilina/Eosina
(H&E) e os cortes foram analisados através de microscopia Optica comum (aumento de 40x). As
imagens podem ser melhor visualizadas no Apéndice H. Foram realizados 3 experimentos
independentes (n=15 por grupo). Os resultados foram apresentados por meio da média + desvio
padrédo (SD) e submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) a um critério (One-Way), seguida do teste
post-hoc de Tukey HSD. Simbolos iguais representam p<0,05. O grupo CTRL diferiu dos demais
grupos avaliados (p<0,05).

Escore microscopico da lingua
{Infiltrado inflamatério intrafsubepitelial)
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3.10 Analise das altera¢cdes histopatoldgicas presentes no bacgo, figado e rins
dos animais infectados e tratados

Durante a andlise das alteracbes presentes no baco, foi observado que
animais do grupo IMS apresentaram reducéo de 27,7% do tamanho do baco, 3 dias
apos as duas injecdes de predinisolona, em relagdo ao grupo controle (CTRL). E
ndo foram observadas alteracbes morfométricas nestes 6érgdos nos grupos

infectados ou infectados e tratados versus grupo controle (dados nao mostrados).

FIGADO

Em relacdo ao estabelecimento da infeccdo (IMS/Ca) e sua duracéo
(IMS/Ca+7d), neste modelo experimental, macroscopicamente, foi possivel observar
a coloracdo amarelada apenas em algumas regides dos lobulos hepaticos em
IMS/Ca. Todas as alteracbes avaliadas foram observadas em ambos os grupos,
embora a fréquencia de campos positivos para estas alteracdes tenha sido menor no
grupo IMS/Ca+7d (9%, 5.2%, 12%, 12.8% e 8%, respectivamente as alteragdes)
(Tabela 7).

De modo similar aquele encontrado na andlise toxicolégica de animais
saudaveis (ver Tabela 5), a maior quantidade de alteracGes, seguida da maior
frequéncia de campos positivos, foi encontrada no grupo infectado e tratado com
fluconazol (IMS/Ca+FLU); diferindo, consequentemente, de todos os demais grupos
(p<0,001), incluindo os controles da infeccdo. No grupo IMS/Ca+FLU, houve a
presenca de esteaotose macrovesicular, em 100% dos campos avaliados, de
esteatose microvesicular, em 95%, e de micro-hemorragias em 71%.

Por outro lado, os menores valores percentuais de alteracbes
microscopicas foram encontrados em animais infectados e que receberam o
tratamento com as diferentes concentracbes de P. granatum (IMS/Ca+Pgl150 e
IMS/Ca+Pg300). E importante ressaltar que os valores percentuais relacionados a
presenca de vasos hiperémicos, micro-hemorragias e alteracdo hidrépica foram
menores no grupo IMS/Ca+Pgl150 do que IMS/Ca+Pg300. Tais valores foram
estatisticamente menores que aqueles observados no grupo IMS/Ca+7d, exceto a
micro-hemorragia. Nos animais tratados com P. granatum, ndo foi observada
esteatose micro ou macrovesicular. Estes resultados demostram a acao protetora do

extrato, ao longo do tempo, apoés 7 dias de infecédo (Tabela 7).
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RINS

Seguindo o mesmo perfil observado na andlise hepética, nos rins dos

animais controles da infecgao foi verificada a presenca das duas altera¢gdes, embora
0 numero de campos positivos no grupo IMS/Ca tenha sido maio do que no grupo
IMS/Ca+7d, os valores percentuais de ambos os controles foram significativamente
menores que no grupo IMS/Ca+FLU (p<0,05) (Tabela 8).

Regides periféricas enegrecidas, sugerindo a presenca de areas
necréticas, além de tumefacdo tecidual, foram caracteristicas macroscépicas
observadas no grupo IMS/Ca+FLU (Apéndice 1). Ainda, os rins destes animais
apresentaram a maior quantidade de alteracbes avaliadas (micro-hemorragia ou
perda/diminuicdo do espaco de Bowman) seguida do maior nimero de campos com
presenca de micro-hemorragias (31,3%) e da perda/diminuicdo do espaco de
Bowman (45%) em relacéao a todos os demais grupos. Em alguns casos, foi possivel
observar epitélio simples cubico associado ou com uma grande area negativa ou
com a presenga de infiltrado inflamatorio no interior do Orgéo, caracteristicas
compativeis com cisto renal simples (GARFIELD; LESLIE, 2020) (Apéndice J).
Todavia, analises mais especificas acerca desta alteracdo patolégica devem ser
realizadas para confirmacéo deste diagndstico.

Novamente, de forma positiva e colaborativa para este estudo, nenhuma
alteracao foi observada nos animais infectados e tratados com as administracdes
diarias das suspensdes de P. granatum, independentemente da concentracéo
(IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300).
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Tabela 8 - Valores percentuais referentes a frequéncia de alteragdes microscopicas
observadas nos rins de camundongos BALB/c infectados e tratados. Animais foram infectados
(IMS/Ca e IMS/Ca+7d), e animais foram infectados e tratados com fluconazol (IMS/Ca+FLU) ou com
P. granatum (IMS/Cat+Pgl50 e IMS/Ca+Pg300). Animais saudaveis, que ndo receberam as
adminstracdes dos farmacos, comp8em o grupo controle (CTRL). A avaliacdo da presenca de
alteracBes microscopicas foi feita por meio de microscopia 6ptica de luz, no aumento de 40x, em 3
cortes microscopicos (100 campos/corte) dos rins corados em Hematoxilina/Eosina (H&E). Acima, a
esquerda, imagem macroscopica dos rins; a direita, imagens representativas das diferentes
alteracbes microscopicas (as imagens podem ser melhor visualizadas no Apéndice F). Para cada
animal, foi obtida uma média percentual da frequéncia em 300 campos microscopicos; na sequéncia,
obteve-se a média final do grupo (n=3 animais, totalizando 900 campos microscopicos), que
representa o valor percentual de area comprometida do 6rgdo, com relacdo a cada uma das
alteracbes microscopicas. A auséncia de alteracGes foi representada por (------ ) na Tabela. Os
resultados foram apresentados por meio dos valores percentuais médios da frequéncia de cada
alteracdo microscopica + desvio padrao (SD) e submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) a um
critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. * p<0,05 vs CTRL.

VALORES PERCENTUAIS

RINS Perda/diminuicéo
Micro-hemorragia do espaco de

CTRL e e
IMS/Ca 4+31 6 + 3,80
IMS/Ca+7d 1+0,682 2,3+1,32
IMS/Ca+FLU 31,3+9,2* 45 + 0,250*
IMS/Ca+Pg150 - e

IMS/Ca+Pg300 - e
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E) Avaliagdo da atividade imunomodulatéria do extrato hidroalcodlico das
cacas de P. granatum ap6s 7 dias de administracdo diaria por gavagem, em
camundongos BALB/c com candidose oral localizada estabelecida

experimentalmente

3.11 Avaliacdo da imunomodulagcdo do extrato de P. granatum pdés-tratamento
dainfeccéao

A elaboracao da resposta imune ap@s as administracdes com o extrato de
P. granatum em animais infectados por C. albicans foi observada sistemicamente,
no orgéo linféide mais proximo do local onde foi induzida a infeccgéo (linfonodos
cervicais) e localmente (in situ), na lingua dos animais. Para melhor compreensao,
foram realizadas reeleituras dos resultados deste ensaio por meio de esquemas
graficos desenvolvidos com o intuito de visualizar o perfil da resposta inflamatoria
através do aumento ou reducao, respectivamente (supra 7 e subregulacéo |), na
producéo de citocinas/quimiocinas no momento do estabelecimento da infeccéo por
C. albicans (IMS/Ca) ou apoOs 14 dias (IMS/Ca+7d) em relacdo aos animais
saudaveis (CTRL), ou em relacdo aos diferentes tratamentos (IMS/Ca+FLU,
IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300).

LINFONODOS CERVICAIS

Antes da maceracdo para andlise da secrecdo das citocinas, 0s

linfonodos cervicais foram pesados. Estes orgaos oriundos dos grupos IMS/Ca,
IMS/Ca+FLU e IMS/Ca+Pg300 estavam mais pesados do que os linfonodos do
grupo contole (CTRL) (p<0,001), enquanto que o peso dos linfonodos dos animais
do grupo IMS/Ca+7d e IMS/Ca+Pg150 foram semelhantes aos do grupo CTRL
(Figura 12).

Com relacdo a resposta imune sistémica, 0os animais infectados e
eutanasiados apos 7 dias de infec¢do (IMS/Ca) apresentaram, em seus linfonodos, a
aumento da producédo de IL-12p70, IL-10, IL-17A, IL-22, MIP-1a, TGF-B1 e TGF-3,
em relacdo ao controle (CTRL — animais néo infectados). Em um espaco de tempo
de mais 7 dias (grupo IMS/Ca+7d), apenas a IL-12p70 se mantém supraregulada,
comparativamente ao CTRL; demonstrando uma recuperacéo do estado inflamatério
desses animais com o tempo, considerando os linfonodos.

Pés-infeccdo, comparando-se 14 com 7 dias, algumas citocinas,
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suprareguladas aos 7 dias (vs CTRL), ou seja IL-12p70, IL-22 e MIP-1a, tornam-se
subreguladas. Ainda, a reducéo da producao de IL-1 e IFN-y foi observada apenas
no periodo posterior da infec¢do, comparando-se com 7 dias pés-infeccdo (Figura
13), corroborando a ideia de restabelecimento dos niveis basais destas citocinas, ao
longo do tempo sem uma nova aplicacdo fungica no dorso da lingua.

ApoOs os tratamentos com fluconazol ou P. granatum, iniciados 7 dias pos-
infeccdo e mantidos por mais 7 dias, observou-se também a supraregulacdo de
citocinas que foram subreguladas aos 7 dias pos-infeccao (IMS/Ca vs CTRL) (Figura
14). Além disso, o perfil de citocinas/quimiocinas supra ou subreguladas nos grupos
IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300 foi semelhante aquele observado
nos animais infectados, porém nao tratados, no periodo mais tardio da doenca
induzida (grupo IMS/Ca+7d), com excec¢ao da citocina IL-10 (IMS/Ca+Pg300 vs
IMS/Ca+7d) (Figura 18F).

Ja que essa inversao da producado de citocinas/quimiocinas foi observada
nos animais ndo tratados (ver Figura 13), possivelmente esse novo perfil imune
sistémico gerado nos linfonodos cervicais ndo € resultado dos tratamentos e sim

inerente ao transcorrer do tempo no modelo experimental utilizado.

LINGUA

Os animais 7 dias pos-infeccao (IMS/Ca) por C. albicans no dorso da
lingua apresentaram aumento da producao IL-1B, IL-4, IL-17A, IL-17E, IL-17F, IFN-y
e TNF-a, em comparacdo ao grupo controle (CTRL). Esse padrdo de
supraregulacdo nao foi observado 14 dias pos-infeccado (IMS/Ca+7d), periodo este
no qual havia apenas a supraregulacédo de IL-22 e TGF-B3, sugerindo a reducdo do
processo inflamatorio local, com o tempo e sem uma nova aplicacao do inoculo de
C. albicans. Corroborando esse raciocinio, todas as citocinas/quimiocinas
suprareguladas em IMS/Ca (vs CTRL) apresentaram-se subreguladas apo6s 7 dias
(IMS/Ca+7d), como observado, sistemicamente, nos linfonodos cervicais dos
animais (Figura 15).

Na presenca dos tratamentos, houve uma inversdo na producdo de
citocinas/quimiocinas, as quais estavam suprareguladas 7 dias poés-infeccéo
(IMS/Ca vs CTRL) e tornaram-se subreguladas 7 dias depois e sob tratamento
(IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300 vs IMS/Ca). Mais uma vez, como

realcado na anadlise dos linfonodos cervicais, essa inversdo foi observada nos
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animais néo tratados (ver Figura 15), descartando a influéncia dos tratamentos na
elaboracédo deste perfil de resposta imune e reforgcando a ideia de restabelecimento
imunologico para niveis basais dessas citocinas/quimiocinas como consequéncia do
passar do tempo, de 7 para 14 dias.

Por outro lado, os tratamentos com P. granatum resultaram em aumento
da producgéo das citocinas IL-10 e TGF-B1 (IMS/Ca+Pg150) e, IL-10, MIP-1a, TGF-
B1 e TGF-p2 (IMS/Ca+Pg300), comparado aos animais infectados e néo tratados
(IMS/Ca) e com os animais infectados e néo tratados, no periodo mais tardio de
observacédo do presente modelo experimental (IMS/Ca+7d), com excecdo da
citocina TGF-B2 para este ultimo grupo. Em parelelo, uma supraregulagdo de IL-23
foi observada nos animais infectados e tratados com fluconazol (IMS/Ca+FLU vs
IMS/Ca e IMS/Ca+7d) (Figura 16 e Figura 17).

Ja que esse perfil de resposta imune nao foi detectado nas comparacdes
realizadas com os animais infectados e néo tratados, no periodo mais tardio de
observacédo do presente modelo experimental, ou seja, IMS/Ca+7d vs IMS/Ca ou,
IMS/Ca+7d vs CTRL, o aumento da producdo destas citocinas/quimiocinas esta
relacionado diretamente aos respectivos tratamentos.

Vale ressaltar ainda que uma superexpressao de IL-10 e MIP-1a também
foi verificada ao compararmos os animais com 14 dias pos-infecao, tratados ou néao
(IMS/Ca+7d vs IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300) (Figura 17).

Figura 12 - Peso dos linfonodos cervicais de camundongos BALB/c dos diferentes grupos
(CTRL, IMS/Ca, IMS/Ca+7d, IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300). Apds eutanasia dos
animais, os linfonodos cervicais (2 a 3 pares) foram coletados cirurgicamente e o peso (g) foi
mensurado. Foram realizados 2 experimentos independentes (n=10 por grupo). Os resultados foram
apresentados por meio da média * desvio padrao (SD) e submetidos a Analise de Variancia (ANOVA)
a um critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD. * p<0,05 vs CTRL.

0.04+

0.034

0.02-

0.014

Peso dos
linfonodos cervicais (g)

0.00
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Figura 13 - Aumento ou reducdo das citocinas/quimiocinas produzidas nos linfonodos
cervicais dos camundongos BALB/c, durante o modelo experimental de candidose oral
localizada: Grupos infectados (IMS/Ca ou IMS/Ca+7d) foram comparados (versus - vs) com
grupo controle (CTRL), bem como entre si. Acima, a linha cronolégica demonstra, em dias, os
procedimentos para a indugdo da doenca, sendo que a mesma foi estabelecida no 7° dia apés a
infeccdo por Candida albicans. As setas 7 (UP) ou | (DOWN) indicam aumento ou redugéo,
respectivamente (supra e subregulagdo), na producdo de citocinas/quimiocinas, identificado nas
diferentes comparagfes entre os grupos. Um numero bem maior de citocinas/quimiocinas
suprareguladas (IMS/Ca vs CTRL), foi observado logo apés o estabelecimento da doenca (7d), do
que aos 14 d (IMS/Ca+7d vs CTRL). Quando, ao se comparar as duas fases da infec¢édo (14 e 7d), a
subregulagdo das citocinas/quimiocinas aos 14 d se opunha a supraregulacéo detectada em IMS/Ca
vs CTRL, considerou-se um processo de restabelecimento a normalidade com o tempo. As
citocinas/quimiocinas subreguladas aos 14 d e que ndo se apresentaram em niveis aumentados
inicialmente (quando IMS/Ca vs CTRL) foram destacadas em amarelo. Imagens representativas do
animal apés 7 (IMS/Ca) e 14 dias (IMS/Ca+7d) de infeccdo foram incluidas a direita da lista de
citocinas/quimiocinas. Foram utilizados os kits MILLIPLEX® Mouse cat# Th17/MTH17MAG-47K e
cat# TGFB 1,2,3/TGFBMAG-64K-03. Os graficos com as andlises estatisticas referentes a cada
citocina e quimiocina podem ser visualizados na Figura 18.

Legenda: D Imunossupressao

* Infecgéo por C. albicans

Estabelecimento da doenga

|
|

¢ O
0o 1
|

4 7 8 9 10 11 12 13 14
— | ] s o)
CTRL IMS/Ca IMS/Ca+7d vs CTRL IL-12p70
Vs Vs
| CTRL | IMS/Ca
T(UP) J(DOWN)
IL-12p70 IL-1B
IL-10 IL-12p70
IL-17A IL-22
IL-22 INF-y
MIP-1a MIP-1a
TGF-B1

TGF-B3
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Figura 14 - Aumento ou reducdo das citocinas/quimiocinas produzidas nos linfonodos
cervicais dos camundongos BALB/c, durante o modelo experimental de candidose oral
localizada: Grupo infectado (IMS/Ca) foi comparado (versus - vs) com grupo controle (CTRL)
ou com os grupos tratados (IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300). Acima, a linha
cronolégica demonstra, em dias, os procedimentos para a inducdo da doenca, estabelecida no 7° dia
apos a infeccao por Candida albicans, bem como o protocolo de tratamento por meio de fluconazol ou
Punica granatum (dia 8 até o dia 14). As setas 1 (UP) ou | (DOWN) indicam aumento ou reducgéo,
respectivamente (supra e subregulagdo), na producdo de citocinas/quimiocinas, identificado nas
diferentes comparacdes entre os grupos. Quando, ao se comparar a doencga tratada (14 d) com a
fase inicial da infeccdo (7d), a subregulacdo das citocinas/quimiocinas aos 14 d se opunha a
supraregulacéo detectada em IMS/Ca vs CTRL, considerou-se um processo de restabelecimento a
normalidade com o tempo. Foram utilizados os kits MILLIPLEX® Mouse cat# Th17/MTH17MAG-47K
e cat# TGFB 1,2,3/TGFBMAG-64K-03. Os graficos com as andlises estatisticas referentes a cada
citocina e quimiocina podem ser visualizados na Figura 18.

Estabelecimento da doenca Tratamentos

@
4 7 9 10 11 12 13 14
| ; ——————— ans
CTRL IMS/Ca IMS/Ca+FLU
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MIP-1a IL-1B IL-18
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TGF-B3 IL-22 MIP-1a
INF-y
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Figura 15 - Aumento ou reducao das citocinas/quimiocinas produzidas na lingua dos
camundongos BALB/c, durante o modelo experimental de candidose oral localizada: Grupos
infectados (IMS/Ca ou IMS/Ca+7d) foram comparados (versus - vs) com grupo controle (CTRL),
bem como entre si. Acima, a linha cronolégica demonstra, em dias, os procedimentos para a
inducdo da doenca, sendo que a mesma foi estabelecida no 7° dia apés a infecgcdo por Candida
albicans. As setas 1 (UP) ou | (DOWN) indicam aumento ou redugdo, respectivamente (supra e
subregulagéo), na producéo de citocinas/quimiocinas, identificado nas diferentes comparacfes entre
0s grupos. Um numero bem maior de citocinas/quimiocinas suprareguladas (IMS/Ca vs CTRL), foi
observado logo ap6s o estabelecimento da doenca (7d), do que aos 14 d (IMS/Ca+7d vs CTRL).
Quando, ao se comparar as duas fases da infeccdo (14 e 7d), a subregulacdo das
citocinas/quimiocinas aos 14 d se opunha a supraregulacdo detectada em IMS/Ca vs CTRL,
considerou-se um processo de restabelecimento a normalidade com o tempo. As
citocinas/quimiocinas suprareguladas aos 14 d e cuja producdo ndo se mostrou alterada
anteriormente (quando IMS/Ca vs CTRL) foram destacadas em amarelo. Imagens representativas do
animal apés 7 (IMS/Ca) e 14 dias (IMS/Ca+7d) de infeccdo foram incluidas a direita da lista de
citocinas/quimiocinas. Foram utilizados os kits MILLIPLEX® Mouse cat# Th17/MTH17MAG-47K e
cat# TGFB 1,2,3/TGFBMAG-64K-03. Os graficos com as andlises estatisticas referentes a cada
citocina e quimiocina podem ser visualizados na Figura 19.
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Figura 16 - Aumento ou reducao das citocinas/quimiocinas produzidas na lingua dos
camundongos BALB/c, durante o modelo experimental de candidose oral localizada: Grupo
infectado (IMS/Ca) foi comparado (versus - vs) com grupo controle (CTRL) ou com 0S grupos
tratados (IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300). Acima, a linha cronoldégica demonstra, em
dias, os procedimentos para a inducdo da doenca, estabelecida no 7° dia ap6s a infeccdo por
Candida albicans, bem como o protocolo de tratamento por meio de fluconazol ou Punica granatum
(dia 8 até o dia 14). As setas 1 (UP) ou | (DOWN) indicam aumento ou redugao, respectivamente
(supra e subregulacdo), na producdo de citocinas/quimiocinas, identificado nas diferentes
comparacdes entre os grupos. Quando, ao se comparar a doenca tratada (14 d) com a fase inicial da
infeccdo (7d), a subregulacdo das citocinas/quimiocinas aos 14 d se opunha a supraregulacédo
detectada em IMS/Ca vs CTRL, considerou-se um processo de restabelecimento a normalidade com
o0 tempo, ja que a mesma anulacdo ja havia sido observada na Figura 15. Ainda, quando a
supraregulacdo aos 14 d foi similar aquela detectada em IMS/Ca+7d (vs CTRL), considerou-se a
mesma como inerente ao modelo experimental, como observado na Figura 15. As
citocinas/quimiocinas suprareguladas nos animais tratados, aos 14 d, e cuja producdo ndo se
mostrou alterada anteriormente (quando IMS/Ca vs CTRL) nem foi inerente ao modelo experimental
(IMS/Ca+7d vs CTRL), foram destacadas em amarelo. Foram utilizados os kits MILLIPLEX® Mouse
cat# Thl7/MTH17MAG-47K e cat# TGFB 1,2,3/TGFBMAG-64K-03. Os graficos com as analises
estatisticas referentes a cada citocina e quimiocina podem ser visualizados na Figura 19.
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Figura 17 - Aumento ou reducao das citocinas/quimiocinas produzidas na lingua dos
camundongos BALB/c, durante o modelo experimental de candidose oral localizada: Grupo
infectado (IMS/Ca) foi comparado (versus - vs) com grupo controle (CTRL), e grupos tratados
(IMS/Ca+FLU, IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300) foram comparados com IMS/Ca+7d. Acima, a
linha cronoldgica demonstra, em dias, os procedimentos para a indugdo da doenca, estabelecida no
7° dia apos a infeccdo por Candida albicans, bem como o protocolo de tratamento por meio de
fluconazol ou Punica granatum (dia 8 até o dia 14). As setas 1 (UP) ou | (DOWN) indicam aumento
ou reducdo, respectivamente (supra e subregulacdo), na producdo de citocinas/quimiocinas,
identificado nas diferentes comparacées entre os grupos. Quando, ao se comparar a doencga tratada
(14 d) com a fase posterior da infeccdo sem tratamento (14 d), a subregulacdo das
citocinas/quimiocinas aos 14 d se opunha a supraregulacdo detectada em IMS/Ca vs CTRL,
considerou-se um processo de restabelecimento a normalidade com o tempo, jA que a mesma
anulacao ja havia sido observada na Figura 15. Ainda, quando a subregulacéo aos 14 d se opunha a
supraregulacdo detectada em IMS/Cat+7d vs CTRL, considerou-se a mesma como inerente ao
modelo experimental aos 14 d, como observado na Figura 15. As citocinas/quimiocinas
suprareguladas nos animais tratados, aos 14 d, e cuja producdo ndo se mostrou alterada nas
comparacdes IMS/Ca vs CTRL ou IMS/Ca+7d vs CTRL, foram destacadas em amarelo. Foram
utilizados os kits MILLIPLEX® Mouse cat# Th17/MTH17MAG-47K e cat# TGFB 1,2,3/TGFBMAG-64K-
03. Os gréaficos com as analises estatisticas referentes a cada citocina e quimiocina podem ser
visualizados na Figura 19.
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Figura 18 - Producdo de citocinas e quimiocinas nos linfonodos cervicais dos camundongos
BALB/c. Diferentes grupos foram comparados entre si: ndo infectados (CTRL) e infectados, apds o
estabelecimento da doenca (IMS/Ca), sete dias ap0s o estabelecimento da doenca (IMS/Ca+7d), e
apés os tratamentos com Punica granatum (IMS/Ca+Pgl50 e IMS/Ca+Pg300) ou fluconazol
(IMS/Ca+FLU). Foram utilizados os kits MILLIPLEX® Mouse cat# Th17/MTH17MAG-47K e cat# TGFf3
1,2,3/TGFBMAG-64K-03. A producdo de GM-CSF (A), IFN-y (B), IL-1B (C), IL-4 (D), IL-6 (E), IL-10
(F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IL-17E/IL-25 (1), IL-17F (J), IL-22 (K), IL-23 (L), MIP-1a (M), TGF-B1 (N),
TGF-B2 (O), TGF-B3 (P) e TNF-a (Q) foi normalizada pela quantidade de proteinas totais presente no
homogenato de linfonodos cervicais e expressa em pg/mL. Foram realizados 2 experimentos
independentes (n=10/grupo). Os resultados foram apresentados por meio da média + desvio padrao
(SD) e, de acordo com a normalidade, foram submetidos & Andlise de Variancia (ANOVA) a um
critério (One-Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD ou pela Andlise do teste de Kruskal-
Wallis. Simbolos iguais representam p<0,05.
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Figura 19 - Producdo de citocinas e quimiocinas na lingua dos camundongos BALB/c.
Diferentes grupos foram comparados entre si: ndo infectados (CTRL) e infectados, apds o
estabelecimento da doenca (IMS/Ca), sete dias ap0s o estabelecimento da doenca (IMS/Ca+7d), e
apés os tratamentos com Punica granatum (IMS/Ca+Pgl50 e IMS/Ca+Pg300) ou fluconazol
(IMS/Ca+FLU). Foram utilizados os kits MILLIPLEX® Mouse cat# Th17/MTH17MAG-47K e cat# TGFf3
1,2,3/TGFBMAG-64K-03. A producdo de GM-CSF (A), IFN-y (B), IL-1B (C), IL-4 (D), IL-6 (E), IL-10
(F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IL-17E/IL-25 (1), IL-17F (3), IL-22 (K), IL-23 (L), MIP-1a (M), TGF-B1 (N),
TGF-B2 (O), TGF-B3 (P) e TNF-a (Q) foi normalizada pela quantidade de proteinas totais presente no
homogenato de lingua e expressa em pg/mL. Foram realizados 2 experimentos independentes
(n=10/grupo). Os resultados foram apresentados por meio da média + desvio padrdao (SD) e, de
acordo com a normalidade, foram submetidos & Analise de Variancia (ANOVA) a um critério (One-
Way), seguida do teste post-hoc de Tukey HSD ou pela Analise do teste de Kruskal-Wallis. Simbolos
iguais representam p<0,05.
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Figura 20 - Producao de IL-1B, IL-10, MIP-1a, TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3 no homogenato de
lingua de camundongos BALB/c, apés administracbes diarias de Punica granatum. Diferentes
grupos foram comparados entre si: animais ndo infectados (CTRL) e infectados, ap6s o
estabelecimento da doenca (IMS/Ca), sete dias ap0s o estabelecimento da doenca (IMS/Ca+7d), e
apo6s o tratamento com 7 doses didrias do extrato de P. granatum a 300 mg/Kg (IMS/Ca+Pg300),
além de animais saudaveis (ndo infectados) que receberam 7 doses diarias do extrato de P.
granatum a 300 mg/Kg (Pg300). Foram realizados 2 experimentos independentes (n=10/grupo). Os
resultados foram apresentados por meio da média + desvio padrdao (SD) e, de acordo com a
normalidade, foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) a dois critérios (Two-Way), seguida
do teste post-hoc de Tukey HSD. * p<0,05 representa Pg300 vs demais grupos, dentro do mesmo
grupo de citocina/quimiocina.
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4 DISCUSSAO

Acao antimicrobiana in vitro de Punica granatum frente a C. albicans: possivel

papel da punicalagina

Em meio a rica diversidade de espécies botanicas existentes com
potencial terapéutico resultando em alivio de sinais e sintomas de doencas
cardiovasculares, imunossupressoras, assim como aquelas no campo da
Odontologia, P. granatum se destaca pelas importantes atividades farmacoldgicas
constatadas em estudos in vivo e in vitro, envolvendo acdes antimicrobiana
(BASSIRI-JAHROMI et al., 2018), anti-inflamatéria (AHARONI et al., 2015; XU et al.,
2017a), anti-cancer (PANTH et al., 2017) e antioxidante (ESTHER LYDIA et al.,
2020).
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Em um estudo prévio da nossa equipe, relatamos a atividade
antimicrobiana in vitro, contra o biofilme de C. albicans, de fracdes enriquecidas de
P. granatum e de Equisetum giganteum, incorporadas em um adesivo protético para
uso na superficie interna de proteses bucais totais superiores (confeccionadas com
resina acrilica termopolimerizavel). Nestas condicdes, ambos o0s extratos
amplificaram a acdo anti-Candida do adesivo, em até 12 horas; e a atividade
antimicrobiana foi relacionada a presenca de compostos bioativos como 0s taninos
(punicalagina) e os flavondides, respectivamente as duas matrizes vegetais
(ALMEIDA et al., 2018a).

No presente trabalho, a investigacao in vitro da concentracdo inibitoria
minima (CIM) de P. granatum contra C. albicans foi um dos objetivos, j& que a
proposta inicial foi autenticar a atividade anti-Candida de P. granatum através da
sensibilidade da célula fungica, sem a interferéncia da resposta imune do
hospedeiro. Assim, na concentracado de 18,75 mg/mL (o endpoint), o extrato de P.
granatum foi capaz de inibir 50% da carga fungica apds 24 horas em contato com C.
albicans. Como controle positivo de morte fungica, foi utilizado, neste trabalho, o
fluconazol, um medicamento sintético comumente utilizado para a eliminacdo de
fungos do género Candida, ja que a maioria das suas espécies € suscetivel aos
azoélicos. Como esperado, o fluconazol foi capaz de inibir o crescimento de C.
albicans, resultando em percentuais de morte fangica, que variaram de 47 a 75,6%.

A efetividade de P. granatum contra microrganismos, por meio do estudo
da CIM, tem sido demonstrada em outros trabalhos, como a inibicdo de Escherichia
coli (E. coli) enterohemorragica na presenca de 0,5-3 mg/mL (CIM) do extrato
etandlico da casca da roma. Ainda, a CIM deste fitoterapico variou entre 0,39 a 25
mg/mL considerando varias cepas de E. coli (PRASHANTH et al., 2001,
VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2004). De acordo com Menezes et al. (2006), o extrato
hidroalcoolico de P. granatum diminuiu o numero de UFCs de E. coli, bem como de
espécies de Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella e Proteus em 84%,
comparado a clorexidina (79% de inibicao) (MENEZES et al., 2006). Bhadbhade et
al. (2011) verificaram ainda que enxaguatério bucal contendo romad, com
concentragcbes entre 0,4 a 2 mg/mL, apresentou efeito contra a placa
dentomicrobiana, uma vez que inibiu os periodontopatégenos Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia.
(BHADBHADE et al., 2011).
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Embora a acdo anti-Candida do extrato de P. granatum tenha sido
validada no presente trabalho através da CIM, a concentracdo de 18,75 mg/mL é
substancialmente maior, quando comparada com alguns trabalhos, nos quais a CIM
foi mesurada em pg/mg (McCARRELL et al., 2008; ENDO et al., 2010; MADUGULA
et al., 2017; LI et al., 2017). Tal discrepancia deve ser decorrente de diferentes
metodologias de extracdo, periodo da colheita e amadurecimento da fruta, e
variacdes do tempo e da regido de cultivo, além do tipo de microrganismo estudado.
Assim, diferentes perfis inibitoérios sdo encontrados na literatura sobre o extrato das
cascas de P. granatum (McCARRELL et al., 2008; ENDO et al., 2010; MADUGULA
et al., 2017). Como exemplo, em uma analise fitoquimica da fruta de P. granatum em
diferentes climas (mediterraneo e desértico), o0 extrato das cascas apresentou
diferentes niveis de antioxidantes e compostos fendlicos totais, durante o periodo de
maturacdo, 0 que interfere diretamente no estabelecimento do potencial
farmacologico, influenciando na quantidade e na concentracédo do extrato capaz de
inibir minimamente o microrganismo (SCHWARTZ et al., 2009).

Pesquisas sobre os componentes bioativos de P. granatum e seus efeitos
sobre a melhoria da salude humana sdo de maximo interesse para a sociedade
(SAEED et al., 2018). Dentre os fitoconstituintes, destacam-se os alcaldides
(peletierina, metilpeletierina, pseudopeletierina e isopeletierina), manita, varios
fendis, acido elagico e acido galico. Além dos alcal6ides, a casca do fruto da roma
possui, aproximadamente, 20% de taninos como punicalina, punicalagina (isdbmeros
a ep), granatinas A e B, galagildilactona, casuarinina, pedunculagina,
telimagrandina | e corilagina. O principal composto bioativo responsavel pela acéo
antimicrobiana desta fruta € a punicalagina (a e 8), um tanino elagico hidrolisavel
(FETROW; AVILA, 2000; CATAO et al., 2006). Testes in vitro realizados com
extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém identificado diversas atividades
biolégicas dessa classe de substancias, e esses dados serviram de base para a
confirmacdo da acao antifungica destes compostos contra células leveduriformes do
género Candida (MOREY et al., 2016; DE FREITAS et al., 2018).

Os possiveis modos de acdo dos taninos estdo relacionados com a
inibicdo ou diminuicdo do metabolismo dos microrganismos, por meio da alteracéo
de elementos essenciais para o referido metabolismo. Como exemplo, podemos
citar a inibicdo e a complexacao de enzimas dos microrganismos levando a reducgao

da sua disponibilidade, a atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres, e
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a complexacdo de polissacarideos da membrana celular dos microrganismos
(HASLAM, 1996; HASLAM, 1998). Essas interferéncias causadas pelos taninos
geram seu efeito antimicrobiano, seja ele fungicida ou fungistatico (BARANOWSKA
et al.,, 2016; OGAWA et al.,, 2018; MAISETTA et al.,, 2019). Adicionalmente, em
processos inflamatérios e de cura de feridas, os taninos participam da formacao de
uma camada protetora sobre tecidos epiteliais lesionados, uma vez que complexam
com proteinas e/ou polissacarideos. Isso permite que, logo abaixo dessa camada, 0
processo curativo ocorra naturalmente (SIMOES et al., 2007).

Considerando esses estudos relatados, acreditamos que a presenca de a
e B-punicalagina, identificada por meio de espectrometria de massas (UHPLC-gTOF-
MS/MS) no extrato bruto hidroalcodlico das cascas de P. granatum, utilizadas no
presente trabalho, possa estar fortemente relacionada com esses resultados sobre a

atividade anti-Candida de P. granatum obtidos a partir da avaliagdo da CIM.

Analise toxicologica revela tolerabilidade de camungondos BALB/c saudéaveis

ao extrato de Punica granatum

Apés a autenticacdo da acao antimicrobiana do extrato das cascas de P.
granatum, a avaliacao toxicoldgica in vivo do extrato foi realizada previamente aos
ensaios referentes a avaliacdo da sua eficacia como tratamento para a candidose
oral experimental. Sendo assim, tal avaliacdo foi realizada em animais saudaveis
(ndo infectados) que receberam administracdes, por gavagem, de fluconazol (FLU)
ou P. granatum (Pg150 e Pg300).

Ao contrario do que se supfe, 0 uso popular e, até mesmo, 0 uso
tradicional das plantas ndo sdo suficientes para valida-las como medicamentos
eficazes e seguros (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006; AGRA et al., 2007; AGRA et
al., 2008; CUNHA et al., 2019). Neste intuito, estudos toxicoldgicos sdo necessarios
e véem desmitificando a ideia errbnea de que produtos fitoterapicos, por serem
naturais, sdo sempre isentos de efeitos adversos (LAPA, 1999; CRAVEIRO et al.,
2008; MARLIERE et al., 2008; SILVEIRA et al., 2008). A avaliacdo da toxicidade
objetiva excluir novas substancias e produtos que podem causar danos a saude
humana. Desde a antiguidade, a tolerabilidade dos animais tem sido utilizada como
parametro para mensurar 0 risco toxicologico de diversos compostos e
medicamentos (CRUZ, 2003; CAZARIN et al, 2004). Os modelos de estudos
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toxicoldgicos in vivo abordam ensaios de toxicidade aguda, subcrénica e cronica
que, além da letalidade, investigam diversos niveis e parametros de alteragbes
fisiomorfolégicas, como o potencial toxico em 6rgéos especificos, a toxicocinética e
a relacdo dose-resposta (VALADARES, 2006).

O screening hipocratico, por exemplo, baseia-se em andlises
comportamentais sistematicas que fornecem uma estimativa geral da toxicidade da
substancia sobre o estado consciente e disposicdo geral, a atividade e a
coordenacao do sistema motor, os reflexos e atividades sobre o sistema nervoso
central (SNC) e sobre o sistema nervoso autbnomo do animal (MALONE;
ROBBICHAUD, 1983; CUNHA et al., 2019). E um ensaio bastante (til para avaliar a
toxicidade aguda (dose Unica ou mdultipla com o agente toxico, nhum periodo de
tempo aproximado de 24 h) e € comumente utilizado na triagem preliminar de
plantas medicinais para detectar atividades farmacologicas e toxicolégicas (LUCIO
et al., 2000). Na toxicidade subaguda (administracdes repetidas com o agente
toxico), os sinais de toxicidade sistémica séo definidos a partir da reducdo na massa
corporal dos animais experimentais (TOFOVIC; JACKSON, 1999; RAZA et al., 2002;
TEO et al., 2002).

Além da reducédo ponderal, a toxicidade sistémica se manifesta através da
reducdo no consumo de agua e de racao, alteracdes comportamentais, apatia e ma
condicdo da pelagem, como a presenca de pélos arrepiados (MELO, 2001). Outros
sinais de toxicidade sdo a alteracdo da massa relativa dos 6rgaos, e as alteracdes
histopatolégicas, hematolégicas e bioquimicas, sanguineas e sorologicas
(GONZALEZ; SILVA, 2003).

No presente trabalho, apos analise dos parametros comportamentais e
fisiolégicos dos animais saudaveis, nenhuma alteracdo foi observada nas primeiras
24 h em todos os grupos (CTRL, FLU, Pgl50 e Pg300), ou seja,
independentemente do composto utilizado (P. granatum ou fluconazol), nenhuma
alteracdo toxicolégica aguda foi constatada. Apds 7 dias de administracdo, 0s
animais que receberam as diferentes concentracdes de P. granatum (150 ou 300
mg/mL - Pg150 ou Pg300) alimentaram-se mais (em relagdo aos demais grupos) e,
de acordo com resultados obtidos através da cinética corporal, mantiveram seu peso
similar ao grupo CTRL e ndo apresentaram piloerecao.

Além disso, a administracdo por 7 dias de P. granatum na concentracao

de 150 mg/mL (Pg150) nao influenciou a coordenacdo motora, os reflexos e nem
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alterou atividades relacionadas com o SNC ou com o0 sistema nervoso autdnomo
(avaliado por meio do percentual de defecacdo e de consumo de &gua), como
observado para Kaempferia galanga L. e Synadenium umbellatum em outros
estudos similares (KANJANAPOTHI et al., 2004; OLIVEIRA, 2008).

Em contrapartida, os animais saudaveis, que receberam as 7
administracdes diarias de fluconazol (FLU), perderam peso corporal, ap4s o terceiro
dia de administracdo e apresentaram o maior percentual de perda de peso (-5,14%)
em relacdo aos demais grupos. Ainda, alguns desses animais nao responderam ao
toque e ao aperto da cauda, e todos apresentaram piloerecdo. Esses resultados
corroboram aqueles obtidos por meio da dosagem de biomarcadores séricos: ureia e
creatinina para nefrotoxicidade; e TGP e triglicérides para hepatotoxicidade. A partir
da administracdo de fluconazol (FLU), os niveis séricos de TGP e de triglicérides
apresentaram-se elevados (120 U/mL e 76,3 mg/dL, respectivamente), tanto em
relacdo aos valores de referéncia para a linhagem de camundongos BALB/c
(ALMEIDA et al., 2008), como em relacdo aos valores obtidos no grupo controle
(CTRL). Diferentemente, ndo houve alteracdo destes marcadores no soro dos
animais que receberam P. granatum (Pg150 ou Pg300).

O figado é um 6rgdo extremamente suscetivel a lesdo toxica, pois recebe
as toxinas absorvidas pelo trato gastrointestinal, e as enzimas hepéaticas
frequentemente convertem prototoxinas em metabodlicos mais toxicos. A patogénese
da lesédo hepatica varia de acordo com a toxina. Alguns dos mecanismos da lesao
celular s&o a liberacgéo de radicais livres (CI', H*, O, OH"), alquilag&o, peroxidagio de
lipidios, inativacdo de enzimas, ligacdo ao DNA e reducdo na sintese protéica
(SMITH, 1993; CAMPOS et al. 2009). O dano tecidual induzido por medicamentos
pode afetar diretamente os hepatdécitos, o qual se apresentara por meio do aumento
sérico das transaminases oxaloacéticas e pirtvicas (TGO e TGP) ou de triglicérides
(BERTOLAMI, 2005). Neste contexto, a analise desses biomarcadores fornece uma
importante ferramenta para avaliar a relacédo entre a exposicdo ao composto, a dose
metabolizada e o dano tecidual; parametros valiosos na avaliacéo toxicolégica.

As dosagens séricas de marcadores bioquimicos permitem localizar a
lesdo, monitorar o tratamento e acompanhar o progresso da patologia (BRUNS et
al., 2001). De um modo geral, as enzimas celulares, em condicbes normais,
encontram-se em niveis basais no soro; no entanto, tais niveis aumentam em

decorréncia de dano téxico ou doenca, ja que nesses casos elas sao liberadas de
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seus tecidos de origem (FASSATI et al., 2012). A TGP encontra-se, principalmente,
no citoplasma do hepatdécito, por outro lado cerca de 80% da TGO esta no interior da
mitocondria. Isso permite categorizar o grau de uma lesao hepatocelular: leve, com
predominancia da forma citoplasmatica, ou grave, na qual ha comprometimento
mitocondrial com elevacdo da relacdo TGP/TGO (SANTOS, 2003). Sendo assim,
levando em consideracdo o aumento significativo dos niveis séricos de TGP e
triglicérides, observado no presente trabalho, sugerimos que o fluconazol,
administrado por 7 dias (FLU), possa ter gerado lesdo hepatocelular grave em
animais saudaveis.

Além das manifestacBes toxicologicas encontradas no screnning
hipocratico e os elevados niveis séricos de TGP e triglicérides, a ingestdo diaria
deste farmaco sintético resultou em maior percentual da frequéncia de alteracbes
microscopicas em figado e rins, fortalecendo o diagnostico de toxicidade sub-aguda
nestes animais. Especificamente no figado, foram observadas, de forma expressiva,
esteatose microvesicular (93,7%), principalmente nas zonas periportal,
justasinusoidal ou centrolobular, bem como esteatose macrovesicular (98,3%).
Ademais, vasos hiperémicos, micro-hemorragias, alteracdo hidropica, corpusculos
de Mallory-Denk (no interior de hepatoécitos balonizados), acumulo de gordura e
aumento da massa relativa tecidual foram também verificados no figado dos animais
do grupo FLU.

Embora efeitos hepatotéxicos relacionados a utilizacdo de compostos
triazolicos sejam raros devido a sua oOtima biodisponibilidade, eles foram reportados
em outros estudos in vivo, corroborando nossos resultados, como por exemplo por
Zervus e Meunier (1993), principalmente em individuos HIV+ tratados por 7 dias, e
por Khoza et al. (2017), em ratos tratados, via gavagem, por 14 e 28 dias, 0s quais
apresentaram alteracdo hidrépica, inflamacdo e necrose em hepatdécitos, além de
granuloma e hiperplasia do ducto biliar (ZERVUS; MEUNIER, 1993; KHOZA et al.,
2017).

Em situacBes normais, o excesso de acidos graxos livres € canalizado
para a mitocdndria dos hepatdcitos, onde ocorre a beta-oxidacdo; quando ha
ingestdo diaria de substancias toxicas, tal excesso € direcionado a lipogénese
(esterificacdo), levando ao acumulo de triglicérides no interior do figado, que, pelo
fato de ndo ter essa funcgdo, torna-se comprometido. A doenca € conhecida como
esteatose hepatica (HOLNESS; SUGDEN, 1999; FESTI et al., 2004; DUVNJAK et
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al., 2007). Do ponto de vista anatomopatoldgico, a esteatose ou doenca hepética
gordurosa € uma condicdo tecidual reversivel que pode ter uma ou duas formas,
dependendo do tamanho das vesiculas de lipideos no citoplasma dos hepatdcitos: 1)
esteatose microvesicular, onde a gordura € armazenada em mdultiplas pequenas
vesiculas, com diametro médio de 15 um, e o nudcleo fica centralizado; e 2)
esteatose macrovesicular, onde a gordura € armazenada em uma Unica e grande
vesicula, deslocando o nucleo para a periferia (BURT et al., 1998; ZAITOUN et al.,
2001; GRAMLICH et al., 2004; OLESZCZUK et al., 2007).

Diferente do fluconazol, o extrato das cascas da roma, administrado por 7
dias, ndo foi hepatotéxico para os animais saudaveis. De acordo com Hafiz et al.
(2016), extratos vegetais ricos em compostos como punicalagina e punicalina
exercem atividade hepatoprotetora. Além disso, a punicalagina e outros elagitaninos,
devido ao tamanho molecular elevado, ndo sao absorvidos diretamente pelo figado.
A punicalagina, como € um composto molecularmente instavel, sofre hidrolise
enzimatica no trato gastrintestinal por varias horas apdés a administracdo. Por meio
desta reacdo quimica, compostos estruturalmente relacionados a punicalagina,
como punicalina, acido galagico, acido galico e acido elagico, sdo produzidos e
metabolizados durante 6 h. O &cido elagico, por sua vez, € absorvido na primeira
porcdo do trato gastrintestinal, sendo gradualmente metabolizado no intestino por
até 12 h, desde o jejuno até as partes mais distais, originando as urolitinas A, B, C e
D, as quais podem ser detectadas no sangue e na urina até 48 h apés a
administracdo de uma dose Unica do extrato. JaA a administracdo direta do acido
elagico, via oral, leva a uma baixa absorcédo e rapida metabolizacdo e eliminacgéao,
atingindo a concentracdo plasmatica maxima em apenas 30 min (MADRIGAL-
CARBALLO et al., 2009; ZHANG et al., 2009; MEDJAKOVIC, 2013; NUNEZ-
SANCHEZ et al., 2014; YAN et al., 2014). Desse modo, é comum haver maior
biodisponibilidade, e consequentemente maior hepatoprotecdo, na ingestdo do
extrato bruto de P. granatum quando comparada a administracdo isolada dos
compostos, provavelmente como consequéncia da acdo sinérgica de outros
compostos presentes na matriz vegetal (MERTENS-TALCOT et al., 2006;
JURENKA, 2008; ZHANG et al., 2009; LI et al., 2012).

No presente trabalho, o fluconazol também demonstrou ser nefrotéxico.
Mesmo que 0s niveis séricos de ureia e creatinina tenham sido similares aos do

grupo CTRL, os rins dos animais do grupo FLU apresentaram alteragcées macro e
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microscoépicas. Nestes 6rgaos, havia regiées enegrecidas, sugerindo a presenca de
areas necrdticas, assim como micro-hemorragias e perda do espago de Bowman,
em uma média de 79,4 e 89,6% dos campos microscépicos, respectivamente. De
fato, lesdo toxica em rins leva a deposicéo de fibrina que, por sua vez, resulta em
proliferacdo das células do folheto parietal da capsula de Bowman. Como
consequéncia, estas células aderem ao tubulo contorcido proximal e obliteram o
espaco de Bowman, interferindo diretamente na filtragdo glomerular e, portanto, na
eliminac@o do composto toxico (CHIHANGA et al., 2018; CHEN et al., 2019).

Semelhante ao que foi detectado para o figado, ndo foram observadas
alteragbes renais nos animais que receberam a administracdo de 150 mg/Kg de P.
granatum. Em animais que receberam a maior concentracao do extrato (300 mg/Kg),
foram observadas, raramente, micro-hemorragias (2,1%) e perda do espaco de
Bowman (1%).

Por meio da associagcao destes resultados, a administracédo de fluconazol
(100 mg/Kg) durante 7 dias em animais saudaveis demostrou ser hepatotoxica e
nefrotoxica. Entretanto, como as alteracdes histolégicas avaliadas neste trabalho
correspondem a lesbes celulares reversiveis, dependendo da persisténcia ou
remocao do estimulo, elas podem ou néo evoluir para a morte celular. Assim sendo,
Nno Nnosso caso, possivelmente a interrupcdo das administracdes de fluconazol
acarretaria no retorno da normalidade do quadro hepatico e nefrologico dos animais.
Porém, vale ressaltar que o extrato hidroalcodlico das cascas de P. granatum,
administrado por 7 dias, via gavagem, nao produziu alteracdes quanto aos
parametros fisiolégicos, histologicos e laboratoriais, demonstrando nao ser toxico
para camundongos BALB/c saudaveis, principalmente na concentracdo de 150
mg/mL. Estes achados foram considerados por ndés uma constatacdo muito
significativa e notoria.

A toxicidade de P. granatum pode variar de acordo com a porcao da fruta
(cascas, sementes, suco) utilizada para a obtencdo do extrato. Vidal et al. (2003)
demonstraram efeitos toxicos do extrato hidroalcoolico do fruto inteiro de P.
granatum apenas quando em altas doses, com uma DLso de 731 mg/Kg (i.p.) em
camundongos, sendo a piloerecdo o sinal mais evidente. Além da acdo sinérgica
entre 0s compostos, tal fato pode ser explicado pela diferente composi¢cao quimica
dos extratos, uma vez que 0s metabdlitos secundarios presentes no fruto inteiro

podem ser diferentes daqueles contidos apenas em sua casca (VIDAL et al., 2003).
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Seguindo o Guia 423, utilizado neste trabalho (OEDC, 2001), quando nao
h& morte de animais de experimentacdo apos se testar a dose de 300 mg/Kg, em
ensaio de toxicidade oral aguda de mdultiplas doses, o valor da DLsy pode ser
considerado como sendo maior que 300 mg/Kg e menor que 2000 mg/Kg. Portanto,
como nao houve morte no grupo Pg300 (dados ndo mostrados), o extrato utilizado
neste trabalho pode ser enquadrado na Classe 4 de GHS (Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals), considerado portanto de baixa
toxicidade. Isso quer dizer que sua administracdo oral, via gavagem, pode ser
considerada segura para os animais. Essa conclusdo permitiu a continuidade do

nosso trabalho de pesquisa, com seguranca.

A avaliacao da candidose oral induzida com 7 e 14 dias pés-infeccao permitiu a

autenticagdo do modelo experimental

Diante da constatacdo da biocompatibilidade do extrato de P. granatam, a
proxima etapa deste trabalho teve como objetivo padronizar o modelo experimental
in vivo de candidose oral, seguindo aquele descrito por Takakura et al. (2003). Com
este proposito, os grupos controle da imunossupressao (IMS), do estabelecimento
da doenca apos 7 dias de infeccao por C. albicans (IMS/Ca) e de sua permanéncia
apos 14 dias (IMS/Ca+7d), serviram de base para a autenticacdo do referido
modelo. A autenticacdo foi fundamental para que as atividades antimicrobiana e
imunomodulatéria de P. granatam pudessem ser avaliadas apos o tratamento dos
animais com o fitoterapico (discutidas nos subitens a seguir).

Consideramos que o modelo desenvolvido por Takakura et al. (2003) foi
bem reproduzido e validado em nosso trabalho. Para estabelecer a infec¢do, os
camundongos foram imunossuprimidos por duas injecdes subcutaneas de
predinisolona, uma antes da inoculacédo de C. albicans e outra 3 dias pds-infeccéo.
Este modelo mimetiza a manifestacdo clinica da candidose pseudomembranosa
vista em humanos; portanto a infeccdo pode ser avaliada clinicamente, pela
presenca de lesfes brancas tipicas, bem como quantitativamente pela carga fungica
(contagem das UFCs) e microscopicamente através da analise do tecido infectado
(TAKAKURA et al., 2003).

A imunossupressdao € fundamental para o desenvolvimento e o

estabelecimento do modelo experimental de candidose oral, associando-se com
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maiores taxas de colonizacdo por Candida e com evidentes alteracOes
histopatolégicas, consideradas cldssicas da doenca, em lingua e esbéfago, em
comparacao com animais infectados sem prévia imunizacao (MEITNER et al., 1990;
KIRCHNER et al., 2019). A incapacidade de induzir uma resposta Th1l7 e a secregao
deficiente de IL-17 levam ao recrutamento insuficiente de neutrdfilos da corrente
sanguinea e falha na contencdo do crescimento flungico na mucosa oral (VAN DER
MEER et al., 2010). Neste contexto, o uso da prednisolona atua primariamente por
meio da ligacdo ao receptor de glicocorticéide citosdlico e causa inibicdo de fatores
transcripcionais como NF-kB e AP-1, suprimindo assim a ativacdo de genes que
codificam varios mediadores proé-inflamatérios, como IL-17A e IFN-y (COUTINHO e
CHAPMAN, 2011), citocinas-chave na defesa do hospedeiro contra a infecgdo por
Candida na cavidade oral (KOBAYASHI-SAKAMOTO et al., 2018).

Ainda que a corticoterapia seja eficiente para estabelecer o modelo
experimental, esse medicamento desencadeia efeitos catabdlicos nos musculos
esqueléticos (SALI et al., 2012; SANCHES et al., 2019), reduzindo, inicialmente, o
peso corporal dos animais. Ao longo do tempo, esta perda de peso € atenuada pela
eliminacdo deste glicocorticoide sintético pela urina (MAZZARINO et al., 2019). De
fato, no presente trabalho, a imunossupressdo com predinisolona reduziu o peso
corporal dos camundongos imunossuprimidos (IMS), entre a primeira (dia 0) e a
segunda (dia 4) injecdo; entretanto, apos a segunda dose (dia 4), o peso dos
animais mostrou uma tendéncia de restabelecimento a normalidade. Vale ressaltar
gue quando comparado com os demais grupos, o grupo IMS foi o grupo que obteve
o0 menor percentual de perda de peso ao longo do experimento (-7,75%).

A infeccao oral por C. albicans associada a imunossupressao (IMS/Ca),
no referido trabalho, também resultou em efeitos catabdlicos nos animais, e em
maior grau que aqueles observados nos animais apenas imunossuprimidos (IMS).
Esta perda corporal se manteve por 7 dias pos-infecéo, apresentando uma média de
-13,68% de perda de peso. Além disso, manifestacdes fisiologicas como piloerecéo
e perda da sensibilidade caudal foram observadas nestes animais infectados
(IMS/Ca).

Em humanos, a infeccdo por C. albicans na lingua, palato ou esb6fago
pode tornar a mastigacdo, succdo e degluticdo dolorosas. Ainda, as infeccdes
fungicas orofaringeas tém influéncia direta sobre o estado nutricional, pois podem

causar queimacéo, hipersensibilidade na boca e disfagia, comprometendo a
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ingestao alimentar (TAPIA et al.,, 2003; TOUGER-DECKER, 2005; DADAR et al.,
2018). Uma possivel justificativa da expressiva reducdo de peso nos animais
imunonossuprimidos e infectados, no presente trabalho, € a menor ingestdo
alimentar durante o desenvolvimento da doenca (dia O até dia 7), por perda de
apetite e/ou dor e desconforto durante a ingestdo, em decorréncia da placa micelial
de C. albicans em formacé&o no dorso da lingua (dados nao mostrados).

Do oitavo dia experimental at¢é o momento da eutanasia (dia 15), os
animais infectados e que receberam o veiculo carboximetilcelulose 1% diluido em
agua filtrada (sham-tratados), mantiveram seu peso (IMS/Ca+7d); contudo este
grupo foi o0 que apresentou o maior percentual de perda de peso (-21,18%) ao longo
de todo o experimento, corroborando Bassiri-Jahromi et al. (2018) ao observarem
gue animais imunossuprimidos, infectados e eutanasiandos 15 dias poés-infeccéo
oral por C. albicans apresentaram, ao final do experimento, entre -15% e -25% de
perda de peso corporal. Tendo em vista que a ultima aplicacédo de predinisolona foi
no quarto dia experimental, naturalmente, ao longo do tempo, os efeitos da
imunossupressdo foram sendo atenuados, mas ndo impediram a permanéncia da
infeccdo até 14 dias, de acordo com as analises macro e microscopicas do grupo
IMS/Ca+7d.

Com relacdo a analise macroscépica no dorso da lingua, os animais
imunossuprimidos, infectados por C. albicans e eutanasiados apos 7 dias de
infeccdo (IMS/Ca) apresentaram placas miceliais em torno de 21 a 90% (Escore 2)
da area total avaliada. Com 14 dias pdés-infeccao (IMS/Ca+7d), o escore foi reduzido
para 1. A utilizacdo do valor da extensdo total da area (mm? comprometida por
placa micelial ou pseudomembrana em pixels, apés documentacdo fotografica,
através do programa Image J®, utilizado em nosso trabalho, facilitou a anélise
macroscopica e tornou possivel a padronizacdo e a reprodutibilidade da metodologia
de Yin et al. (2006) e de Campos Rasteiro et al. (2014), que utilizaram uma lupa para
a observacao das placas miceliais (YIN et al., 2016; DE CAMPOS RASTEIRO et al.,
2014).

Em concordancia, os animais do grupo IMS/Ca demonstraram elevado
grau de colonizacao (5,42log,0) de C. albicans na lingua, a qual se mostrou reduzida
(4,28log1p) ao longo do tempo (IMS/Ca+7d). Esses achados sdo semelhantes
aqueles obtidos por Takakura et al. (2003), os quais obtiveram valores de UFC/mL

de C. albicans em torno de 10° a 10° recuperados apds 7 dias de infeccéo. Os
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autores relacionaram os dados microbiolégicos com o grau das lesdes orais e
observaram alto coeficiente de correlacdo (R=0.75, n=26), confirmando que o
namero elevado de placas brancas na lingua reflete diretamente o grau de
colonizagao de C. albicans na cavidade oral dos animais infectados (TAKAKURA et
al., 2003).

Novamente, os achados microscépicos foram concordantes com o0s
aspectos discutidos até agora. A lingua dos animais do grupo IMS/Ca revelou a
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear intenso com indmeras
leveduras/hifas na superficie epitelial, sendo que algumas invadiam o revestimento
epitelial. Nesse caso, outras alteragbes estavam presentes simultaneamente, como
hiperplasia, desorganizacdo da camada de células basais, desaparecimento total ou
parcial da arquitetura das papilas filiformes e hiperqueratose. Esses aspectos
microscopicos sao caracteristicos de candidose oral, e também foram relatados por
outros autores em modelos experimentais in vivo de candidose oral utilizando
camungongos e ratos (TEICHERT et al., 2002; JUNQUEIRA et al., 2009; MIMA et
al.,, 2010; COSTA et al.,, 2012). Como esperado, tais alteracdes microscépicas
apresentaram-se reduzidas ou eram ausentes entre o0s animais do grupo
IMS/Ca+7d.

A andlise histopatologica feita por Takakura et al. (2003) apresenta
algumas diferencas em comparacdo aquela obtida no presente trabalho, como por
exemplo a presenca de infiltrado inflamatério severo, com numerosas hifas, invasao
fungica e destruicdo das camadas epiteliais, apos 7 dias de infeccdo (TAKAKURA et
al., 2003). Possivelmente, isso se deve ao fato de que os autores utilizaram uma
cepa proveniente de isolado clinico de pacientes com candidose cutanea; ao passo
gue, no presente estudo, foi utilizada uma cepa padrdo de C. albicans (ATCC
18804).

Outras metodologias também foram utilizadas para induzir candidose oral
em animais. Teichert et al. (2002) induziram imunodeficiéncia severa e recuperaram
cerca de 2 x 10° UFC/mL de C. albicans da cavidade oral. Por outro lado, Totti et al.
(2004) realizaram quatro inoculagbes de C. albicans em suspensdao em
camundongos sialoadenectomizados, e verificaram que apenas dois animais, de um
total de 6, apresentaram colonizacdo fungica até 60 dias pos-infeccdo, e apenas 1
até 75 dias poés-infecgcdo. Nos animais que desenvolveram a candidose oral, a

analise histopatologica revelou presenca de pseudo-hifas invadindo o epitélio,
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acantose e infiltrado neutrofilico intra-epitelial formando microabscessos. Embora
esse método favoreca a colonizacdo de C. albicans por mais tempo, 0s autores nao
mencionaram 0 numero recuperado de UFC/mL das lesdes orais, ndo sendo
possivel estabelecer uma comparacao direta com nosso estudo (TEICHERT et al.,
2002; TOTTI et al., 2004).

Vale ressaltar ainda que repetidas aplicacdes do fungo dificultam a
execucdo do modelo experimental, uma vez que desencadeiam niveis de estresse e
reduzem a relacdo custo/beneficio (LOPEZ-MARTINEZ, 2010). Nesse contexto,
como descrito no modelo experimental murino desenvolvido por Takakura et al.
(2003) e observado em nossos resultados, a infeccao oral por C. albicans foi
estabelecida em 7 dias e perdurou, mesmo que em niveis inferiores, apos 14 dias,
com apenas uma unica aplicacao do inéculo.

Assim, a doenca fungica mantida por até 14 dias, como obtido no
presente trabalho, permitiu a autenticagcdo do modelo experimental de candidose
oral, o qual foi considerado portanto bem-sucedido sob nossa avaliacao.
Acreditamos que a sedacdo dos animais, durante 3 horas com cloridrato de
cloropromazina, tenha colaborado para tal sucesso, ja que leva a hipofuncéo salivar
e consequentemente facilita o desenvolvimento dos tubos germinativos e sua
invasdo tecidual. A hiposalivacdo é considerada um fator predisponente da
candidose oral, visto que os constituintes salivares podem dificultar ou impedir a
proliferacdo de C. albicans (SALVATORI et al., 2016; VILA et al., 2019).

Como observado no modelo experimental utilizado aqui, a patogenicidade
dos microrganismos e seus fatores de viruléncia resultam em doenca, nas suas mais
variadas formas de alteracfes teciduais e manifestacdes clinicas. Entretanto, vale
ressaltar que, além dos aspectos inerentes do agente infeccioso, a resposta do
hospedeiro também é fundamental para definir os diferentes caminhos patologicos
de uma doenca e as possibilidades de cura (KABIR; AHMAD, 2012a; KABIR et al.
2012b). Na candidose oral, uma das principais respostas imunes ativadas no
hospedeiro € aguela relacionada com as células especificas Thl e Th1l7. Assim,
avaliamos também a producdo das citocinas relacionadas, apés 7 e 14 dias de
infeccdo (IMS/Ca e IMS/Ca+7d), tanto nos linfonodos cervicais (resposta sistémica)
guanto na lingua (resposta localizada), com o objetivo de compreender o perfil de
mediadores pro-inflamatérios, como citocinas e quimiocinas, que acompanha a

doenca experimental e, posteriormente, a doenca apés o tratamento.



164
5 Resultados e Discussao

Assim, ap6s a infeccdo dos animais por C. albicans, a producdo de
citocinas nos linfonodos cervicais e, também, na lingua foi inicialmente comparada
com 0s animais saudaveis nao infectados (CTRL), demonstrando niveis elevados de
citocinas na presenca da doenca (supraregulacdo). Como esperado, um numero
bem maior de citocinas, nos linfonodos, apresentou-se com niveis aumentados no
inicio da doenca (IMS/Ca vs CTRL) do que aos 14 dias (IMS/Ca+7d vs CTRL). Aos
7 dias, as citocinas com niveis elevados ou suprareguladas foram IL-12p70, IL-17A,
IL-22 (perfil Th17), MIP-1a (Th1), e IL-10, TGF-B1 e TGF-B3 (Th2); enquanto aos 14
dias, apenas notamos aumento da producéo de IL-12p70. Comparando-se 14 com 7
dias, ou seja, os grupos IMS/Ca+7d vs IMS/Ca, houve uma queda nos niveis das
citocinas IL-12p70, IL-22 e MIP-1q, sugerindo uma anulagdo da superprodugéo
observada no inicio da infeccdo em relacdo ao CTRL; possivelmente refletindo o
retorno destas citocinas aos seus niveis basais. Ainda, na comparagao dos 14 com 7
dias, IL-1pB e IFN-y estavam em niveis inferiores, nos linfonodos cervicais, na fase
posterior da doenca, possivelmente em fung¢do da doenca induzida.

Aspectos semelhantes foram observados na lingua dos animais com
candidose oral experimental. Comparando-se com CTRL, um nimero bem maior de
citocinas apresentou-se com niveis aumentados no inicio da doenca (IMS/Ca) do
gue aos 14 dias (IMS/Ca+7d). Apés 7 dias de infeccao (IMS/Ca vs CTRL), houve
aumento na producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B e TNF-a, e de
citocinas relacionadas ao perfil Thl (IFN-y), Th2 (IL-4) e Th17 (IL-17A, IL-17E e IL-
17F); enquanto aos 14 dias (IMS/Ca+7d vs CTRL), apenas foi observado aumento
da producdo de IL-22 e TGF-f3. Em acordo com o que foi observado no
homogenato dos linfonodos cervicais, apdés 14 dias de infeccdo (IMS/Ca+7d vs
IMS/Ca), houve reducdo de todas as citocinas que se apresentaram em niveis
elevados no inicio da doenca (quando IMS/Ca vs CTRL), sugerindo também o
retorno destas citocinas aos seus niveis basais.

Esses achados estdo em acordo com a resposta imune observada na
candidose oral em humanos. Nas fases inicias da doenca, ha ativacdo de uma
resposta imune pro-inflamatoéria, que sinaliza o recrutamento inicial de células
fagociticas, incluindo neutrofilos, macréfagos e células dendriticas para o local da
infeccdo (MOYES; NAGLIK, 2011; HEBECKER et al., 2014). Na sequéncia, a
imunidade adquirida tem um papel fundamental, quando entdo células Thl7

reconhecem padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs) através de
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varios receptores de lectina do tipo C e o inflamassoma, liberando IL-183, IL-6, IL-23
e TGF-B, que direcionam as células Th17 para a mucosa, controlando o crescimento
inicial de Candida e inibindo a invasao tecidual (VILA et al., 2020). A importancia das
células T na mediacdo da resposta anti-Candida é claramente ilustrada pela alta
frequéncia de candidose oral em individuos HIV+ (KLEIN et al., 1984; JABRA-RIZK
et al., 2016).

De fato, no nosso modelo experimental, o perfil de citocinas
suprareguladas estd diretamente associado a uma resposta imune
predominantemente Th1/Th17 apos 7 dias de infeccdo por C. albicans (IMS/Ca). As
citocinas como IL-183, IL-17A, IL-17F e IL-22, no local da infec¢do, atuam recrutando
macréfagos e amplificando a secrecao de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas
fundamentais para a defesa contra o fungo (KHADER et al., 2009; CUA; TATO,
2010; GLADIATOR et al., 2013; TASAKI et al., 2018). Tanto a IL-17 como a IL-22
sdo citocinas pro-inflamatorias que induzem o recrutamento e ativacdo de
neutrofilos, e estao relacionadas a ativacao de células epiteliais. As células epiteliais,
por sua vez, cooperam no controle do estado comensal de Candida pela producao
de B-defensinas, calprotectina e histatinas, que tém uma poderosa atividade
antifangica (GOW et al., 2012; TOMALKA et al., 2015). Especificamente, a IL-22
contribui para a resisténcia antifingica nas superficies mucosas. Produzida por
células Thl, Thl7 e Th22 (CELLA et al., 2009; WITTE et al., 2010), esta citocina
assegura a integridade do epitélio via fosforilacdo de STAT3, sendo associada a
limitacdo do dano e da inflamacgédo na mucosa oral (BONIFAZI et al., 2009; DE LUCA
et al., 2010; EYERICH et al., 2011).

TGF-B ¢é wuma citocina pleiotréfica produzida por células T
(predominantemente Tregs), macrofagos e outros tipos celulares como fibroblastos,
gue regula diversas atividades em células efetoras, podendo ter atividade
imunossupressora, anti-inflamatéria ou imunoestimulante (SPACCAPELO et al.,
1995). Quase todas as células secretam TGF-f latente e expressam os receptores
de TGF-f3, tornando a restricdo da ativacdo do TGF-B um regulador chave para a
identificacdo de seus efeitos biolégicos em estudos in vivo (YUE; MULDER 2001,
SIEGEL et al., 2003, RIFKIN 2005). Além de participar da diferenciacdo de células
Th1l7 e Tregs, a principal acdo desta citocina no contexto da candidose oral € a
proliferacdo e o desenvolvimento das fungdes efetoras de linfocitos T e a ativagdo de
macrofagos (BHASKARAN et al.,, 2015; BHASKARAN et al., 2018). Células Treg
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CD4" e CD25" tém sido associadas a diversas patologias, participando do equilibrio
do sistema imune adquirido e do controle da imunidade antifangica (MURPHY, 1989
KONKEL; CHEN, 2011).

Corroborando nossos resultados, Spaccapelo et al. (1995) evidenciaram
um aumento na producao endégena de TGF- apds a infecgao por C. albicans em
camundongos, e demonstraram, in vitro, que esta citocina tem acao inibitéria sobre a
atividade candidacida de macréfagos ativados por IFN-y (SPACCAPELO et al.,
1995).

No presente trabalho, a reducdo na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias observada nos linfonodos cervicais e na lingua, com o passar do tempo
de inducéo da doenca experimental, sugere uma regulacao sistémica e localizada da
producédo de citocinas e, portanto, uma diminuicdo do estado inflamatério com o
tempo, indicando o restabelecimento imunolégico, inerente ao modelo experimental
gue foi adaptado a partir de Takakura et al. (2003).

Em virtude dos resultados obtidos até agora, o0 modelo empregado neste
trabalho para inducdo de candidose oral foi reprodutivel e nos permitiu visualizar o
perfil da resposta imune elaborada apos 7 e 14 dias de infeccao oral por C. albicans.
De forma inovadora, no presente estudo, animais infectados com apenas uma unica
aplicacdo do inoculo e avaliados apos 14 dias de infeccdo (IMS/Ca+7d)
apresentaram lesfes tipicas de candidose oral, mesmo que reduzidas em
comparacao ao grupo IMS/Ca. Ja no estudo conduzido por Totti et al. (2004), na
maioria dos animais, a infeccdo ndo foi mantida por todo periodo pretendido. Nesse
sentido, nosso trabalho traz uma vantagem em comparacdo aos outros, pois 0S
resultados obtidos confirmam que o modelo de inducdo de candidose oral
estabelecido é adequado para reproducdo da infeccdo por um periodo de tempo
mais prolongado (14 dias), o que permitiu, ha sequéncia, a avaliacdo da eficacia de

tratamentos sucessivos (TOTTI et al., 2004).

Punica granatum desempenha atividade antimicrobiana e hepatoprotetora no

tratamento da candidose oral experimental

Estudos com extratos de P. granatum e seus compostos tém mostrado
efeitos antioxidante (RICCI et al.,, 2006), anti-inflamatério (LANSKY; NEWMAN,

2007) e hepatoprotetor (CELIK et al., 2009), assim como potencial antimicrobiano no
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tratamento de doencas orais (FUENTES; EXPOSITO, 1995; FENGHUN; LIU, 1997).
Algumas destas importantes e colaborativas potencialidades de P. granatum foram
observadas em nosso trabalho.

Apos o estabelecimento da infec¢cdo e com a comprovacao que o modelo
experimental perdura apds 14 dias, a atividade anti-Candida do extrato de P.
granatum foi investigada em camundongos BALB/c infectados. No trabalho
conduzido por Takakura et al. (2003), os autores avaliaram a eficécia terapéutica do
fluconazol e da anfotericina B, no tratamento de candidose oral induzida em
camundongos. O fluconazol foi administrado na 4gua de beber fornecida durante
todo o experimento em uma concentracdo de 50 pg/mL. Ja a anfotericina B
(suspensédo oral; 100 mg/mL) foi aplicada diretamente em toda a superficie da
cavidade oral, em volume de 200 pL, incluindo a lingua, mucosa bucal e palato mole,
com o auxilio de um swab. A autenticacdo macroscopica deste modelo experimental
se deu através da visualizacdo de placas brancas ou pseudomembranas no dorso
da lingua (TAKAKURA et al.,, 2003). As placas miceliais formadas podem ser
facilmente removidas via raspagem ou friccdo. Dessa forma, a aplicacdo da
anfotericina B com o swab diretamente na cavidade oral dos animais pode resultar
na remocao mecanica das pseudomembranas, interferindo nos resultados. No caso
do fluconazol, a sua adicdo na agua de beber impede uma padronizacéo referente a
guantidade diaria de farmaco ingerida, comprometendo a avaliagdo antimicrobiana.
Considerando estas limitacdes no modelo descrito por Takakura et al. (2003), em
nosso trabalho optamos pelo método de ingestéao intragastrica, via gavagem, para o
tratamento dos animais, assegurando a padronizacdo da concentracao diaria de P.
granatum ou fluconazol administrada, sem interferir nas placas miceliais previamente
desenvolvidas no dorso da lingua.

Desta forma, o nosso protocolo de tratamento foi realizado a partir do
oitavo dia de infeccdo e, como controle de morte fangica, os animais infectados
receberam tratamento com 7 doses diarias de fluconazol (IMS/Ca+FLU). O
fluconazol bloqueia a enzima esterol 14-, promovendo danos estruturais e funcionais
a membrana plasmatica das células fangicas, causando morte celular (MAERTENS,
2004; HUBER; TEREZHALMY, 2011). Devido a sua alta absorcéo sistémica (com
tempo de semi-vida no soro de aproximadamente 27 a 37 h), o fluconazol tem sido
recomendado para o tratamento de candidose oral em individuos HIV+. Como

vantagens, o fluconazol atinge concentracdes elevadas no ambiente inflamado, n&o
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necessita de um pH gastrico baixo para a sua absor¢cdo e € excretado na sua
maioria, aproximadamente 80%, através dos rins (JIN et al., 2009).

De fato, no presente trabalho, os resultados relacionados ao controle de
morte fangica utilizando o fluconazol a 100 mg/Kg foram satisfatérios quanto a
eliminagéo de C. albicans da cavidade oral dos animais. Diferentemente dos animais
infectados e néo-tratados (IMS/Ca e IMS/Ca+7d) os animais do grupo IMS/Ca+FLU
nao apresentaram placas micelias, bem como n&o houve a presengca de
leveduras/hifas de C. albicans no dorso da lingua ou no homogenato deste tecido
(UFC/g). Além disso, o infiltrado inflamatério mononuclear na lingua foi
predominantemente leve.

A efetividade anti-fungica do fluconazol parece ter relagdo com o aumento
da producgéo das citocinas IL-23 e IL-17, como observado em homogenatos orais e
vaginais de ratos, durante 14 dias poés-infeccdo com candidose oral e vaginal
experimental, tratados diariamente. A associacdo de tais citocinas estimulam a
imunidade adaptativa e a eliminacdo do patégeno das mucosas (WANG et al.,
2016).

Em concordancia, no presente trabalho também foi detectado aumento
expressivo da producdo de IL-23 no homogenato da lingua no grupo IMS/Ca+FLU
em comparacao aos demais grupos. Este perfil de resposta imune néo foi observado
sistemicamente (nos linfonodos cervicais) nos animais deste mesmo grupo,
mostrando uma correlacdo do efeito anti-Candida deste farmaco sintético
diretamente com a resposta imune localizada.

No entanto, de modo similar aquele encontrado na analise toxicologica
dos animais saudaveis (ndo infectados — grupo FLU), caracteristicas indicativas de
estresse (piloerecédo e feridas na cauda), bem como alteracbes macroscopicas e
microscoépicas, em maior quantidade e com maior frequéncia, foram observadas nos
figados e rins dos animais do grupo IMS/Ca+FLU em compara¢cdo com 0S grupos
controle da infeccdo e, especialmente, com o grupo tratado com a roma. Assim, o
tratamento com fluconazol resultou em esteatose macrovesicular (em 100% dos
campos avaliados), esteatose microvesicular (95%) e micro-hemorragia (71%). Além
disso, tumefacéo tecidual, regides periféricas enegrecidas, presenca de cisto, micro-
hemorragia (31,3%) e perda/diminuicdo do espaco de Bowman (45%) foram
detectados nos rins desses animais tratados com fluconazol.

Considerando estes resultados sobre fluconazol, podemos dizer que
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mesmo que sua atividade antifangica tenha sido eficaz por meio da erradica¢édo da
infeccao por C. albicans na cavidade oral dos animais, o tratamento com sucessivas
administracdes deste farmaco sintético, em nosso modelo experimental de
candidose oral, demonstrou ser potencialmente hepatotoxico e nefrotoxico para
camungondos BALB/c infectados. Estes achados reforcam a importancia da
descoberta de fitomedicamentos biocompativeis e com potencial antimicrobiano,
como € o caso de P. granatum.

Nossos resultados demonstraram que o extrato hidroalcodlico de P.
granatum apresenta um importante potencial anti-Candida. De forma similar aos
animais infectados e tratados com fluconazol, os animais tratados com P. granatum
(IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300) apresentaram reducdo da infeccdo por C.
albicans e melhora dos padrdes clinicos da doenca induzida experimentalmente. Em
resumo, apos 4 dias de tratamento, o peso corporal destes animais tendeu a se
restabelecer parcialmente; e, em relacdo aos controles da infeccdo (IMS/Ca e
IMS/Ca+7d), apresentaram as menores médias de percentual de perda de peso (-
11% e -11,85% respectivamente a IMS/Ca+Pgl150 e IMS/Ca+Pg300), o menor
percentual de areas com placas micelias no dorso da lingua e as menores medias
de escores clinicos. Em acordo, as caracteristicas microscépicas revelaram,
independentemente da concentracdo de P. granatum, ao final do tratamento com as
7 doses diarias, uma reducdo da quantidade de células fungicas e de células
inflamatorias no dorso da lingua, além da recuperacdo da integridade epitelial
incluindo as papilas filiformes, principalmente em comparacéo ao grupo IMS/Ca.

Novamente, em concordancia com as analises anteriores, a quantificacao
de UFCs, a partir do homogenato da lingua dos animais tratados com P. granatum,
foi significativamente menor do que nos grupos controle da infeccdo (IMS/Ca e
IMS/Ca+7d). Na maior concentracdo (IMS/Ca+Pg300), a quantidade de UFCs foi
semelhante aquela do grupo IMS/Ca+FLU. A partir dessa analise microbioldgica,
podemos afirmar que o extrato da casca da roma apresenta alta eficacia antifungica
contra candidose oral experimental em camundongos BALB/c.

Bassiri-Jahromi et al. (2018) avaliaram a atividade antifingica in vivo do
extrato da casca da roma contra a candidose oral em ratos Wistar e compararam 0s
resultados com a nistatina, um farmaco sintético utilizado em infeccbes orais por
Candida. O tratamento foi iniciado utilizando 3 diferentes concentracfes do extrato
(125, 250 e 500 pg/mL/kg) e uma de nistatina (100.000 U/mL/kg), via gavagem
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diariamente por 15 dias. Independentemente da concentracdo da roma, a fruta
resultou em importante atividade antifingica, comparavel a nistatina, em acordo com
nossos achados (BASSIRI-JAHROMI et al., 2018).

No presente trabalho, além da verificagdo do potencial antifingico, P.
granatum mostrou agédo hepatoprotetora nos animais infectados, ao final do
tratamento, j& que apresentaram reducdo total de esteatose micro ou
macrovesicular, bem como menores valores percentuais de vasos hiperémicos,
micro-hemorragias e alteracao hidropica em comparacao aos animais infectados e
nao tratados (IMS/Ca e IMS/Ca+7d).

Os fitoconstituintes da classe dos taninos, como punicalagina e
punicalina, amplamente presentes no extrato das cascas da roma, exercem
atividade antioxidante e hepaprotetora, e atuam na reducdo dos niveis séricos de
TGO/TGP (LIN et al., 2001). Em animais infectados com Plasmodium chabaudi, o
tratamento com 300 mg/Kg da suspenséo do extrato de casca de roma, por 6 dias,
resultou também em efeito hepatoprotetor, com recuperacdo da integridade
estrutural da membrana hepatocelular, interrupcdo de alteragcbes morfolégicas em
hepatocitos e leucécitos sinusoidais, e prevencdo da apoptose em hepatocios
(HAFIZ et al., 2016). Além desses achados, outros autores demonstraram que o
tratamento com 300 mg/Kg de P. granatum por 6 dias induz a atividade antimalarica
no hospedeiro, atenuando as respostas inflamatorias e o estresse oxidativo, e
melhorando a resposta imune inata (MUBARAKI et al., 2016).

Com relacdo aos rins, no presente estudo, os animais infectados e nao
tratados (IMS/Ca e IMS/Ca+7d) apresentaram raras alteracdes corticais, como por
exemplo focos de micro-hemorragia e de perda/diminuicdo do espaco de Bowman.
O tratamento com P. granatum resultou em auséncia total de altera¢Bes renais, o
gue nos sugere um papel nefroprotetor, embora ndo tenha havido diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos nao tratados (IMS/Ca ou IMS/Ca+7d)
e 0s grupos tratados com P. granatum (IMS/Ca+Pg150 ou IMS/Ca+Pg300).

De fato, o tratamento com os extratos da casca da roma tem revelado
potencial regenerador dos tecidos renais, em ratos com urolitiase induzida in vivo,
bem como nefroprotetor, atenuando o aumento de marcadores séricos relacionados
a funcao renal, e reduzindo a apoptose e o estresse oxidativo das células renais, em
camundongos com injdria renal induzida in vivo por cisplatina via intra-peritoneal
(SINGH et al., 2011; RATHOD et al., 2012, EL-HABIBI, 2013; KARWASRA et al.,
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2016).

Punica granatum apresenta papel imunomodulador no tratamento da

candidose oral experimental

Apos as administracdes diarias com o extrato hidroalcodlico das cascas
de P. granatum, foi possivel observar ainda que, em animais infectados por C.
albicans, a romd modulou a resposta imune localizada (lingua), ja que o perfil de
citocinas nos linfonodos cervicais dos animais tratados (grupos IMS/Ca+FLU,
IMS/Ca+Pg150 e IMS/Ca+Pg300) foi semelhante aquele observado nos animais
infectados, porém néo tratados, no periodo mais tardio da doenca induzida (grupo
IMS/Ca+7d), com excecao da citocina IL-10 (IMS/Ca+Pg300 vs IMS/Ca+7d) (Figura
18). Assim, os linfonodos cervicais, ap0s os tratamentos nos animais, revelaram um
perfil de citocinas que reflete uma dindmica de producéo inerente do transcorrer do
tempo (com o restabelecimento a normalidade), no modelo experimental utilizado
por nos, e ndo como consequéncia dos tratamentos (ver Figuras 13 e 14).

Por outro lado, no local da infeccao (lingua), houve a deteccéo de niveis
aumentados de citocinas pré- e anti-inflamatérias fortemente relacionados com o
tratamento com P. granatum (Figuras 16 e 17). Estes niveis aumentados
independem ou ndo séo inerentes ao tempo transcorrido no modelo experimental,
nem tampouco com a infec¢do, ja que nao foram verificados na lingua dos animais
do grupo IMS/Ca+7d nem do grupo IMS/Ca, respectivamente (quando vs CTRL).

Assim, merecem destaque as citocinas IL-10 e TGF-B1, assim como MIP-
1a e TGF-B2 na comparacao IMS/Ca+Pg150/300 vs IMS/Ca; e as citocinas IL-10, IL-
18, MIP-1a e TGF-B1 na comparacédo IMS/Ca+Pg150/300 vs IMS/Ca+7d. Com a
primeira comparacédo (ver Figura 16), pudemos verificar a modulacédo causada por
P. granatum, apos 7 dias de tratamento, iniciado em animais com candidose oral
estabelecida (no dia 7). A segunda comparacdo (ver Figura 17) trouxe-nos uma
comprovacdo adicional que P. granatum foi o responsavel por essa modulacéo
imune; ndo ocorrendo, portanto, em funcdo do restabelecimento imunolégico dos
animais com o passar do tempo (até dia 14), cuja ocorréncia foi previamente
discutida. Além desses parametros, os resultados observados nos homogenatos das
linguas dos animais saudaveis e que receberam administracdes de 300mg/mL de P.

granatum (grupo Pg300) fortalecem a participacdo desse extrato na inducao de
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niveis aumentados dessas citocinas. Os niveis de IL-10, TGF-8 (1 e 2) e MIP-1a
foram maiores in situ nos animais do grupo Pg300 em comparagcdo aos grupos
IMS/Ca+Pg300, IMS/Ca, IMS/Ca+7d ou CTRL (ver Figura 20)

Portanto, a partir destes resultados, podemos sugerir que, na candidose
oral localizada, P. granatum foi um imunomodulador e que tal acdo foi elaborada,
especialmente, no local da infeccdo, considerando o modelo experimental in vivo
utilizado neste trabalho. Além disso, tal imunomodulacao foi mais evidente apos
tratamento com a maior concentracdo utilizada de P. granatum, e apresentou-se por
meio da maior producdo (supraregulacdo) de citocinas proé-inflamatérias e,
principalmente, anti-inflamatorias. Deve-se ressaltar que a imunomodulagéo de P.
granatum ocorreu em paralelo a sua a¢do anti-Candida, o que pode ter influenciado
ou disparado o destino deste processo imunomodulatério.

De forma concordante, utiizando o modelo experimental in vivo de G.
mellonella, nés ja haviamos verificado que o tratamento com P. granatum resulta em
imunomodulacdo, ja que observamos uma reducdo significativa no namero de
hemdcitos nas larvas 24 h pés-infeccéo por C. albicans, em comparacao com larvas
infectadas, mas que receberam a profilaxia com multiplas doses de P. granatum.
Esses dados indicaram que o extrato de roma contribui para o fortalecimento da
resposta imune em larvas infectadas, atenuando a diminuicdo expressiva de
hemacitos provocada pelo fungo (ALMEIDA et al., 2018b).

Em seguida, os resultados do presente trabalho oportunizaram-nos a
refletir sobre a vantagem da imunomodulacdo observada na histéria da doenca
induzida experimentalmente pelo fungo C. albicans, por meio deste modelo. Em
resumo, no momento do estabelecimento da doenca (dia 7), os niveis de citocinas
anti-inflamatoérias e, principalmente, pré-inflamatérias tornaram-se aumentados,
tendendo para um predominio de resposta Th1/Th17, em especial in situ (IMS/Ca vs
CTRL - lingua). O extrato de P. granatum, testado como tratamento, reduziu
expressivamente a carga fangica e também modulou a resposta imune, induzindo
uma maior producdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias, tendendo para um
predominio de resposta Th2/Treg (IMS/Ca+Pg150/300 vs IMS/Ca+7d ou IMS/Ca).
Dentre essas citocinas, a maioria ndo havia sido ainda identificada nas outras
comparacdes, considerando os dados obtidos nos homogenatos da lingua dos
animais tratados com P. granatum. Essas citocinas sédo a IL-10, 0o TGF-B (1 e 2) e a

MIP-1a, sendo que ambas as concentragdes de P. granatum resultaram em
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aumento de IL-10 e TGF-B1 na lingua, e nas 2 comparacdes realizadas
(IMS/Ca+Pg150/300 vs IMS/Ca; e IMS/Ca+Pg150/300 vs IMS/Ca+7d).

Possivelmente, a producdo estimulada de IL-10 e TGF-B (1 e 2) que
observamos, apés o tratamento com extrato das cascas de P. granatum em animais
infectados, reflete um importante papel anti-inflamatério e imunorregulador, que
pode estar associado com regulacéo de células T efetoras (GAFFEN, 2008; OCHS;
OUKKA; TORGERSON, 2009; VILA et al.,, 2020), controlando a imunidade anti-
fungica (MURPHY, 1989), assim como com a prevenc¢ao da eliminagdo completa do
fungo, permitindo o desenvolvimento de células T de memdria (ROMANI; BISTONI;
PUCCETTI, 2002). De fato, Larrosa et al. (2006) demonstraram acao anti-
inflamatdria da punicalagina in vitro e associaram este potencial com a liberacéo de
seu produto de hidrdlise, o acido elagico (LARROSA et al., 2006).

Em acordo, os polifenois de P. granatum tém sido associados com a
inducdo do fenotipo M2 em macréfagos, uma vez que aumentam a expressao
génica de citocinas anti-inflamatorias, incluindo IL-10; resultando em atenuacao da
inflamacéo e de uma resposta imune exacerbada, protegendo os tecidos (AHARONI
et al., 2015; XU et al., 2017b).

Anteriormente realcamos a maior producédo de MIP-1a, no processo de
imunomodulacdo de P. granatum no modelo experimental, utilizado por nés. Esses
achados corroboram outros trabalhos envolvendo extratos ricos em polifendis
(ORSOLIC; BASIC, 2005; COSTANTINI et al.,, 2014; ATHAYDES et al., 2019).
Sendo uma citocina proé-inflamatoria, o papel da MIP-1a, juntamente com IL-138 e
TGF-B, pode estar relacionado com o recrutamento de mondcitos e neutréfilos para
o foco inflamatério, importantes células de defesa contra o fungo C. albicans
(ORSOLIC; BASIC, 2005; ATHAYDES et al., 2019).

Por fim, considerando todos os resultados obtidos neste trabalho, o
extrato das cascas de P. granatum apresentou alto potencial antifungico contra C.
albicans em camundongos BALB/c com candidose oral, comparavel ao fluconazol.
Além disso, as administracdes diarias de P. granatum proporcionaram acao anti-
inflamatdria e ndo causaram efeitos colaterias, diferentemente do tratamento com
fluconazol. Esses achados destacam o potencial do referido extrato como uma
opcao profilatica ou terapéutica eficaz para a candidose oral, pois € uma terapia nao
toxica, segura, toleravel, hepatoprotetora e, possivelmente, anti-inflamatéria.

Estudos farmacolégicos mais especificos sdo necessarios, com o0 objetivo de
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desenvolver uma formulacéo viavel para novos estudos, envolvendo pacientes com

candidose oral.
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6 CONCLUSOES

Capitulo 1

v" As larvas de G. mellonella infectadas e tratadas profilaticamente ou
terapeuticamente com P. granatum sobreviveram por mais tempo do que as
larvas infectadas e néo tratadas.

v A administracdo profilatica com mudltiplas doses do extrato de P. granatum
permitiu que mais larvas sobrevivessem a infeccdo por mais tempo, além de
aumentar a densidade de hemdcitos na hemolinfa em comparacdo com as
larvas néo tratadas.

v Aroma apresenta atividade antifingica e imunomoduladora contra candidose
sisttmica no modelo experimental invertebrado de G. mellonella,

principalmente apos profilaxia com doses multiplas.

Capitulo 2

v' Similar ao fluconazol, o tratamento via gavagem, com 7 administracdes
diarias de extrato hidroalcodlico das cascas de P. granatum (principalmente a
300 mg/Kg), apresentou alto potencial antifingico em camundongos BALB/c
com candidose oral, induzida experimentalmente apds 7 dias de infeccdo por
C. albicans.

v/ O tratamento via gavagem, com 7 administracGes diarias de extrato
hidroalcodlico das cascas de P. granatum (principalmente a 300 mg/Kg),
modulou a resposta imune, possivelmente por meio de uma acdo anti-
inflamatdria localizada, elevando principalmente a producéo de IL-10 e TGF-
B1 em camundongos BALB/c com candidose oral, induzida
experimentalmente apos 7 dias de infeccéo por C. albicans.

v A administracao diaria, por 7 dias, de extrato hidroalcodlico das cascas de P.
granatum ndo causou efeitos colaterias em camundongos BALB/c saudaveis
(ndo infectados) ou infectados experimentalmente, de forma contraria ao

fluconazol que se apresentou hepato e nefrotoxico.

Por fim, ambos os modelos experimentais in vivo de candidose sistémica (G.

mellonella) ou oral (camungondos BALB/c) permitiram, de maneira eficaz e
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colaborativa, a avaliacdo da atividade antifingica e imunomoduladora de P.
granatum. Sendo assim, foram aceitas as hipoteses testadas, ou seja, as
administracdes com o extrato hidroalcodlico das cascas de P. granatum 1) reduziram
a carga fuangica de C. albicans e 2) desempenharam papel imunoprotetor no
tratamento da candidose sistémica e localizada.

Adicionalmente, P. granatum pode constituir uma opgao para a prevencao
e/ou tratamento da candidose oral, pois € toleravel, hepatoprotetora, imunoprotetora

e nao toxica, diferentemente do fluconazol.
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APENDICE A - Espectro de massas dos compostos identificados. Os espectros

estdo listados em ordem do tempo de retengao.
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APENDICE B - Imagens microscopicas do baco: andlise toxicologica de
camundongos BALB/c saudaveis (ndo infectados). Animais saudaveis, que nao
receberam as adminstracdes dos farmacos, comp&em o grupo controle (CTRL) (A).
Animais receberam por gavagem, durante 7 dias, 100 mg/mL de fluconazol (FLU)
(B), ou 150 mg/mL de P. granatum (Pg150) (C), ou 300 mg/mL (Pg300) (D). Nao
houve alteracdes morfométricas nas areas ocupadas pela polpa branca ou pela
polpa vermelha, assim como nos tamanhos médios dos ndédulos e foliculos linféides
em nenhum dos grupos, 0s quais mantiveram suas caracteristicas microscépicas
similar aquelas do grupo CTRL. As laminas microscépicas foram coradas com

Hematoxilina & Eosina (H&E) e os cortes foram analisados através de microscopia

Optica comum no aumento de 4x.




220

Apéndices

APENDICE C - Imagens macroscopicas do baco, figado e rins de camungondos
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APENDICE D - Imagens microscopicas do figado de camundongos BALB/c
saudaveis (ndo infectados) que receberam por gavagem, durante 7 dias, 100
mg/mL de fluconazol (grupo FLU). Figado com padrdes de normalidade (A e B).
Em B, note o contetido interno dos hepatdcitos. Areas ocupadas por hemacias, por
meio da ruptura dos sinusoéides causando micro-hemorragias (ponta de seta) (C).
Vasos congestos (hiperémicos) (ponta de seta) e hepatdcitos hidrépicos, com
citoplasma claro e nucleo central (D). Hepatdcitos hidrépicos (area quadricular)
entremeados por septos fibrosos (ponta de seta) (E). As laminas microscopicas

foram coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E) e os cortes foram analisados

através de microscopia 6ptica comum nos aumentos de 40x e 100x.
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APENDICE E - Imagens microscépicas do figado de camundongos BALB/c
saudaveis (ndo infectados) que receberam por gavagem, durante 7 dias, 100
mg/mL de fluconazol (grupo FLU). Esteatose microvesicular (A e B). Em B, note o
citoplasma do hepatécito preenchido com pequenos vacuolos lipidicos e o nucleo
localizado centralmente a célula (ponta de seta). Esteatose macrovesicular ao redor
da zona periportal em um padréo de cerca de tela de arame (C e D). Em D, note o
citoplasma do hepatdcito ocupado por um grande vacuolo (area clara) que desloca o
nacleo para a periferia celular (ponta de seta). Corpusculos de Mallory-Denk no
interior do hepatocito balonizado (ponta de seta) (E). As laminas microscépicas
foram coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E) e os cortes foram analisados

através de microscopia 6ptica comum nos aumentos de 40x e 100x.
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APENDICE F - Imagens microscépicas dos rins de camundongos BALB/c
saudaveis (ndo infectados) que receberam por gavagem, durante 7 dias, 100
mg/mL de fluconazol (grupo FLU). Glomérulos renais com padrées de
normalidade (A e B). Em B, note espaco de Bowman (ponta de seta) e os tubulos
distais. Glomérulos renais maiores e mais celularizados com areas micro-
hemorragicas (C e D). Em D, note a perda/diminui¢cdo do espaco de Bowman (ponta
de seta preta) pelo maior volume dos tubulos capilares e com algumas hemécias ao
redor do glomérulo (ponta de seta preta) (D). As laminas microscépicas foram
coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E) e os cortes foram analisados através de

microscopia optica comum nos aumentos de 40x e 100x.
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APENDICE G - Imagens representativas dos diferentes escores microscopicos
referentes a quantificacédo de leveduras/hifas de C. albicans no dorso da lingua
dos animais. Revestimento epitelial do tipo pseudoestratificado pavimentoso
gueratinizado com a presenca de papilas filiformes sem nenhuma levedura/hifa (A),
oucomlab(B);ou6al5(C); oul6 ab0 leveduras/hifas (D) na sua superficie; ou
mais de 50 leveduras/hifas penetrando no tecido conjuntivo subjacente com
auséncia de papilas filiformes e presenca de hiperplasia epitelial (E). As laminas

microscoépicas foram coradas com &cido perioddico de Schiff (PAS) e os cortes foram

analisados através de microscopia éptica comum no aumento de 40x.
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APENDICE H - Imagens representativas dos diferentes escores microscopicos
referentes a intensidade do infiltrado inflamatorio intra e subepitelial no dorso
da lingua dos animais. Revestimento epitelial do tipo pseudoestratificado
pavimentoso queratinizado com a presenca de papilas filiformes e, no tecido
conjuntivo fibroso subjacente, ha auséncia de infiltrado inflamatério (A), ou presenca
de leve (B), moderado (C) ou intenso (D) infiltrado inflamatério subepitelial
mononuclear. Nos casos C e D, notam-se células inflamatérias intraepiteliais
(exocitose). As laminas microscépicas foram coradas com Hematoxilina/Eosina

(H&E) e os cortes foram analisados através de microscopia Optica comum no

aumento de 40x.
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APENDICE | — Imagens macroscopicas dos rins de camungondos BALB/c
infectados por Candida albicans e tratados durante 7 dias, por gavagem, com
100 mg/mL de fluconazol (IMS/Ca+FLU). Na esquerda, rins dos animais do grupo
CTRL. Na direita, rins dos animais do grupo IMS/Ca+FLU. Note a alteracdo da
coloracdo e o tamanho, além do aspecto entumecido no rim direito deste grupo,

caracteristicas compativeis com tumefacéo tecidual.
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APENDICE J - Imagens microscopicas dos rins de camungondos BALB/c
infectados por Candida albicans e tratados durante 7 dias, por gavagem, com
100 mg/mL de fluconazol (IMS/Ca+FLU). Estas imagens foram retiradas do 6rgao
gue apresentou caracteristicas macroscopicas de tumefacdo tecidual citada
anteriomente no APENDICE I. Cisto simples no cortex renal (area quadricular preta)
de acordo com Garfield e Leslie (2020). Em B, note a presenca expressiva de
células inflamatérias e hemécias em seu interior. Espaco negativo indicando
presenca de cavidade cistica (C e D). Em D, note a presenca de epitélio simples
cubico adentrando o parénquima renal (ponta de seta). As laminas microscopicas

foram coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E) e os cortes foram analisados

através de microscopia Optica comum nos aumentos de 2.5x, 4x, e 40x.
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ANEXO A — Certificado Comité de Etica (UNESP/Bauru)

£, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA .
¢ “JOLIO DE MESQUITA FILHO" 7
Campus de Bauru s I

Facukdade de Cencas
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo da atividade
antimicrobiana e anti-inflamatéria de Punica granatum Linné utilizando
diferentes modelos experimentais in vivo de candidose", registrada
com o n° 206/2018 Vol. 1, sob a responsabilidade de NARA LiIGIA
MARTINS ALMEIDA, aluna de doutorado da Faculdade de Odontologia de
Bauru, Universidade de Sao Paulo - FOB/USP, sob orientagao da Prof* Adj®
VANESSA SOARES LARA (FOB/USP) e com a co-orientagao da Prof®. Dr2.
MARIA SUELI PARREIRA DE ARRUDA, junto ao Departamento de
Quimica da Faculdade de Ciéncias de Bauru - UNESP - que envolve a
producdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA "JULIO DE MESQUITA FILHO" - UNESP - FACULDADE DE
CIENCIAS, CAMPUS DE BAURU, em reunido de 03/05/2018.

Finalidade ( )Ensino  (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorizagdo | De 05/05/2018 a 31/04/2019

Espécie/linhagem/raga | Camundongo isogénico/BALB/c

N° de animais 160

Peso/ldade 10 - 229/6-8s

Sexo Fémea

Origem Instituto Lauro 92 Souza Lirr}7 - Bauru/SP

Vice-Coordenadora da CEUA no exercicio da Coordenagio
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ANEXO B - Limites decritos pelo controle de qualidade (QC) utilizados para a

elaboracéo da curva-padrao (expected range) dos kits MILLIPLEX® Mouse cat#
Th17/MTH17MAG-47K e cat# TGFpB 1,2,3/TGFBMAG-64K-03.

Analvig O Level
H-2510-171 Control |

Contiod 2

GMOSE Contol |
Contiol 2

1t Ny Control |
Control 2

MIPSA Contsed |
Conurol 2

ni-p Control |

Control 2
-2 Control 1
Control 2
I-4 Contiol 1
Connol 2
-5 Control 1
Comtrol 2
IL-6 Control |

Control 2

Control Catalog # MTHI17-6047 Lot # MTH17-109 and MTHI17-209

QUALITY CONTROL RANGES
MILLIPLEN a1ar Mouse Th17 Magnetic Bead Panel
Catalog # MTHITMAG-4TR, MTITMAGYITR-PX25, MT1ITMAG4TPMN2SBR

Lxpected Range  Unuts Analyvte

SR80 -

0T
15n
688
)
2
K13
2970
183
9
81

31

19 -

59 -
238 -

108

172106
66264
I"‘
350)
206
K13
1688
6181
380
1515
168
688
40
161
124
4958
218

- 811

pe ml 1n-21
pe ml

pe ml 1n-22
pe mli

peg mi 1L-28B
pe ml

pe ml 1L-10
pg ml

pe ml IL-23
pgmlL

pe ml IL-12p70
pe mL

pg mL 1L-27
pg mL

pgmL IL-13
pemL

pg'mL IL-15

pe ml

QUALITY CONTROL RANGES

QC Level  Eapected Range
Contiol | 241 - 500
Control 2 923 - 1918
Control | 3 -07
Contiol 2 126 - 262

Control | 2241 - 4654
Control 2 8494 - 17641
Control | 251 - 522
Control 2 1002 - 2082
Control | 4371 - 9078
Control 2 16760 ~ 34809
Control 1 229 - 475
Control 2 977 - 2029
Control 1~ 9397 - 19516
Control 2 35723 - 74194
Control | 523 - 1654
Control 2 2106 - 4373
Control | 506 - 1051
Control 2 1923 - 3994

MILLIPLEX* MAP TGF-B1,2,3 Plex Magnetic Bead Panel

Analyte

TGFp1

TGFp2

TGFB3

QC Level

Control 1

Control 11

Control 1

Control 11

Control I

Control 11

Kit Catalog # TGFBMAG-64K-03

Control Catalog # TGFB-6064-3
Lot# TGFB-110 and TGFB-210

Expected Range
127 -263
522 -1083

132 -274
514 - 1069

128 - 265
534-1109

Units

pg/mL
pg/mL

pg/mL
pg/mL

pg/mL
pg/mL

Note: The Quality Control Ranges are generated with
overnight assay format using serum matrix provided in the
kit. Quality Control values in culture media are not tested.

Umts
pe ml
peml
pe ml
pgml
pemL
peg'mL
pe'mL
pe mL
pe'ml
pg/mL
pg'mL
pg'ml
pg/mL
pgmlL
pg'mL
pg'mL
pg/mL

pg'mL

IL-31

TNF B

TNF a

CD40L

OC Level
Control |
Control 2
Control 1
Control 2
Control |
Control 2
Control 1
Control 2
Control 1
Control 2
Control 1
Control 2
Control |
Control 2

JOO - 96X
1939 - 4027
123 - 256
486 - 1010
1029 - 2138
3916 - 8134
664 - 1379
2585 - 5369
5586 - 11601
22018 - 45731
46 - 9%
178 - 370
715 - 1485
2653 - 5510

Upne
pe ml
pe mi
pr mli
pe mli
pe'ml
pemi
pe mh
pg ml
pemlL
pe'mL
pg'mL
pg‘mL
pgmlL
pgmL
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