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Resumo 

SANCHES, M. A. Infecção experimental por Candida spp. e tropismo para o 
sistema nervoso central. 2018. 59 p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de 
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (Unesp), Botucatu, 2018. 
 

O gênero Candida inclui fungos comensais que podem causar infecções locais e 
sistêmicas, com envolvimento frequente de órgãos vitais, incluindo o sistema 
nervoso central (SNC). Candida spp. ocupam o quarto lugar entre as infecções que 
atingem o SNC. Entre os pacientes em terapia imunossupressora, a incidência de 
Candida não-albicans tem aumentado tanto quanto a incidência de C. albicans. 
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as alterações no SNC após 
infecção sistêmica por espécies de Candida não-albicans em camundongos 
imunocompetentes e imunossuprimidos. Camundongos C57BL6, fêmeas adultas, 
foram infectados por via venosa com leveduras de C. glabrata, C. krusei e C. 
parapsilosis e imunossuprimidos com prednisolona. As três espécies de Candida 
disseminaram para o SNC de animais imunocompetentes. O efeito do tratamento 
com prednisolona foi avaliado pela variação do peso corporal, análise microbiológica 
e histopatológica do SNC, e produção de citocinas de células esplênicas nos 3 e 14 
dias após infecção. A imunossupressão resultou na perda de peso corporal, em 
leucopenia e reduziu a produção de IL-2 no baço. No dia 14 após infecção, a carga 
fúngica diminuiu no SNC de camundongos imunocompetentes e aumentou nos 
imunossuprimidos. Intenso infiltrado inflamatório associado a um perfil de células 
Th1 foi observado em amostras de cérebro de camundongos imunossuprimidos e 
infectados com C. krusei, em comparação com camundongos imunocompetentes 
infectados. Em conjunto, esses resultados indicam que C. glabrata, C. krusei e C. 
parapsilosis também são capazes de se disseminarem para o SNC e promoverem 
inflamação local. Além disso, eles demonstraram que a corticoterapia aumenta a 
carga fúngica no SNC. É possível que a neuroinflamação desencadeada por 
Candida possa ser ainda mais deletéria quando associada a outras patologias do 
SNC. 
 

 

Palavras-chave: candidíase sistêmica; imunossupressão; infecção experimental; resposta imune 
periférica; sistema nervoso central. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

SANCHES, M. A. Experimental infection by Candida spp. and tropism to the 
central nervous system. 2018. 59 p. Thesis (Master) – Botucatu Medical School, 
São Paulo State University (Unesp), Botucatu, 2018. 
 

The genus Candida includes commensal fungi that can cause local and systemic 
infections, with frequent involvement of vital organs, include central nervous system 
(CNS). Candida spp. occupy the fourth place among infections in the CNS. Among 
patients on immunosuppressive therapy, the incidence of Candida non-albicans has 
increased as much as the incidence of C. albicans. In this context, the objective of 
this work was to characterize the changes in the CNS after a systemic infection by 
non-albicans Candida species in immunocompetent and immunosuppressed mice. 
Adult female C57BL/6 mice were intravenously infected with C. glabrata, C. krusei 
and C. parapsilosis yeasts and were immunosuppressed with prednisolone. All 
Candida spp. disseminated to the brain and spinal cord samples from 
immunocompetent animals. The effect of prednisolone treatment was evaluated by 
body weight variation, microbiological and histopathological analysis of the CNS, and 
spleen cells cytokine production on days 3 and 14 post-infection. The 
immunosuppression resulted in body weight loss, in leukopenia and reduced IL-2 
production in the spleen. At day 14 post-infection, CNS fungal load decreased in the 
immunocompetent mice and increased in the immunosuppressed ones. Inflammatory 
infiltration associated to a Th1 cells profile was higher in brain samples of C. krusei 
immunosuppressed compared with immunocompetent infected mice. Altogether, 
these results indicate that C. glabrata, C. krusei and C. parapsilosis are also able to 
disseminate, reach the CNS and promote local inflammation. In addition, they clearly 
show that corticotherapy increases fungal load in the CNS. It is possible that the 
neuroinflammation triggered by Candida can be even more deleterious in other CNS 
pathologies. 
 

 

Key words: systemic candidiasis; immunosuppression; experimental infection; peripheral immune 
response; central nervous system. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Aspectos gerais do gênero Candida 

O gênero Candida abrange fungos pleomórficos que vivem como 

comensais no trato gastrointestinal e geniturinário dos seres humanos. Em certas 

circunstâncias, como alterações na microbiota e perda da integridade das barreiras 

epiteliais, pode ocorrer crescimento excessivo ou a translocação do fungo através do 

intestino (FRIDKIN; JARVIS, 1996; EGGIMANN et al., 2003). Assim, esses fungos 

podem se transformar de microrganismos comensais a patógenos, com 

envolvimento frequente de órgãos vitais como o cérebro, o fígado e os rins (VAN DE 

VEERDONK et al., 2010; SCHWARTZ et al., 2018). As espécies de Candida estão 

entre os fungos patogênicos dos seres humanos mais frequentes e importantes em 

todo o mundo, causando um amplo espectro de infecções, variando desde 

candidíase cutânea e das mucosas a candidemia sistêmica da corrente sanguínea, 

problemas desafiadores pela alta mortalidade dos pacientes (MARCHETTI et al., 

2004; WISPLINGHOFF et al., 2004; PFALLER; DIEKEMA, 2007; RUAN; HSUEH, 

2009; PAPON et al., 2013; GUINEA, 2014; REBOLI, 2014; CHEN et al., 2015; 

GUPTA et al., 2015; DOI et al., 2016), sendo também, estes fungos, recuperados da 

urina causando candidúria (YASHAVANTH et al., 2013). As espécies de Candida 

são leveduras pertencentes à ordem Saccharomycetales, da classe Ascomycetes. A 

morfologia de levedura é observada em abundância durante a fase comensal, 

enquanto as hifas, células que se alongam e se ramificam em unidades fúngicas 

separadas, e/ou pseudo-hifas, células que permanecem ligadas a célula original, 

caracterizam as formas virulentas (BROWN; GOW, 1999; SILVA et al., 2011). 

Dentre os fatores de virulência de Candida spp. a secreção de enzimas 

hidrolíticas facilita a aderência e a invasão do tecido, e leva a danos celulares no 

sistema imunológico, contribuindo assim para a disseminação do fungo (NÉMETH et 

al., 2013). Outro fator de virulência é a formação de biofilme, caracterizado pelo 

crescimento e agrupamento de microrganismos associados a superfícies diversas e 

protegidos por uma matriz extracelular composta por polissacarídeos, que confere 

resistência aos antifúngicos e protege as leveduras da ação do sistema imunológico 

do hospedeiro (RAMAGE et al., 2012; TREVIÑO-RANGEL et al., 2015). 

Nos tecidos, o reconhecimento do fungo pelas células da imunidade inata 
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ocorre por diferentes receptores de reconhecimento de PAMPs como, por exemplo, 

os TLRs (NETEA et al., 2006). A morfologia do fungo interfere diretamente no 

reconhecimento de PAMPs e, consequentemente, na indução de diferentes 

respostas imunológicas. Em DCs, o reconhecimento de leveduras ocorre via TLR-4 e 

resulta na indução de resposta adaptativa do tipo Th1 (FÈ D’OSTIANI et al., 2000), 

enquanto a interação com as hifas ocorre via TLR-2 e resulta na indução de uma 

resposta adaptativa do tipo Th2 (NETEA et al., 2002; KUNDU; NOVERR, 2011). A 

polarização da resposta do tipo Th2 é importante no início da infecção para garantir 

a disseminação do fungo. No decorrer da infecção, moléculas fúngicas como β-

glucanas e α-mananas são liberadas em abundância no tecido e reconhecidas por 

receptores dectina-1 e dectina-2, presentes em DCs e macrófagos, determinando a 

indução e expansão de células Th17 (SAIJO; IWAKURA, 2011). A imunidade inata é 

um importante mecanismo de defesa contra fungos patogênicos em micoses 

sistêmicas e o desequilíbrio na produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, 

causadas por monócitos e macrófagos, durante a infecção pode determinar a 

progressão da doença, a morte dos microrganismos e a natureza da resposta imune 

adaptativa (KUROKAWA et al., 2007). 

Há uma diversidade de espécies de Candida relacionadas a infecções 

humanas, apesar da espécie C. albicans ser predominante (ARENDRUP, 2013). 

Cada espécie apresenta características específicas que determinam diferenças na 

disseminação do fungo pelo organismo e na indução de resposta imunológica. 

Essas características estão relacionadas tanto à morfologia quanto à fisiologia de 

cada espécie, e muitas delas conferem a capacidade de evasão da resposta 

imunológica (KASPER et al., 2015). 

O mecanismo de infecção da espécie C. glabrata evoluiu de forma 

independente das outras espécies por exigências metabólicas de um ambiente mais 

estável. Os complexos proteicos do fungo anexam-se as células do hospedeiro e a 

espécie C. glabrata, comensal ou patógeno, com características especializadas para 

humanos, pode persistir nos órgãos por um período longo sem sintomas clínicos 

(BRUNKE; HUBE, 2013). A espécie C. glabrata é um fungo comensal humano 

protegida da fagocitose mediada por macrófagos (NEVITT; THIELE, 2011; ROMÃO 

et al., 2017). Ela pode sobreviver em macrófagos sem causar danos, pois embora 

fagocitada de forma eficiente, induz baixa resposta pró-inflamatória de citocinas 

como estratégia de evasão imunológica (Figura 1) (KASPER et al., 2015). 
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Figura 1 – Esquema das estratégias de infecção por C. glabrata. A espécie C. glabrata é um 
fungo comensal nas superfícies mucosas de indivíduos saudáveis. Em pacientes susceptíveis ou 
após infecção sistêmica experimental, pode invadir os tecidos e se disseminar através da corrente 
sanguínea. Durante a invasão os macrófagos são atraídos e podem fagocitar C. glabrata (KASPER et 
al., 2015). 

 

A espécie C. glabrata é uma das mais frequentes do gênero Candida 

(ABBES et al., 2011) e um dos principais patógenos oportunistas dos seres humanos 

causando candidíase invasiva (NEVITT; THIELE, 2011). Com alta incidência 

principalmente entre as mulheres (ARENDRUP, 2013), está associada à 

antibióticoterapia, cateteres venosos centrais, nutrição parenteral e ao aumento de 

indivíduos imunocomprometidos com diabetes, câncer e Aids (NEVITT; THIELE, 

2011). 

O desenvolvimento de infecções causadas por C. glabrata, envolve 

fatores de predisposição do hospedeiro e também fatores de virulência associados 

ao fungo. Esta espécie de Candida causa destruição de tecidos por fatores de 

virulência como a liberação de enzimas hidrolíticas (fosfolipases e proteinases) no 

local da infecção (SILVA et al., 2011), e tem apresentado baixa sensibilidade a 

antifúngicos (NEVITT; THIELE, 2011; DOI et al., 2016), podendo ser resistente ao 

fluconazol, mas a anfotericina B tem sido utilizada com sucesso para o tratamento 

da candidíase (COLOMBA et al., 2014). A resistência ao fluconazol por C. glabrata 

reforça a importância da rápida identificação da espécie para melhorar a terapia 
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antifúngica de forma eficiente e econômica (PFALLER et al., 2009; OLIVEIRA et al., 

2014). 

A espécie C. parapsilosis é um dos fungos comensais mais 

frequentemente isolados das mãos humanas mesmo não sendo um patógeno 

obrigatório em seres humanos. Esta espécie também já foi encontrada em animais 

domésticos e insetos (SABINO et al., 2011; DELFINO et al., 2014; GUO et al., 2015). 

A candidemia causada por C. parapsilosis ocorre principalmente em pacientes com 

câncer hepatobiliar e gastrointestinal (LI et al., 2013), sendo frequentemente 

associada ao uso de cateter venoso central, doenças cardiovasculares, pacientes 

submetidos à cirurgia e pacientes idosos hospitalizados em UTIs (BARCHIESI et al., 

2016). A espécie C. parapsilosis induz forte resposta celular anti-inflamatória Th2 

(TÓTH et al., 2013). 

As propriedades de virulência da espécie C. parapsilosis incluem a alta 

capacidade de adesão a superfícies biológicas e protéticas, e a formação de 

biofilmes, que confere resistência às células do sistema imunológico e aos 

antifúngicos. Além disso, a produção de enzimas hidrolíticas, que causam danos nos 

tecidos dos hospedeiros, é importante no desempenho de sua patogenicidade 

(CHOW et al., 2012). Geralmente a espécie C. parapsilosis é insensível às 

equinocandinas (LOPEZ et al., 2014), sendo o fluconazol o antifúngico mais prescrito 

para infecções por esta espécie de Candida (LIN et al., 2015). 

A adesão de C. parapsilosis às células endoteliais é rápida e eficiente in 

vitro, o que sugere que este mecanismo seja similar in vivo (SHINTAKU et al., 2013). 

A espécie C. parapsilosis tende a ser morta na superfície endotelial por neutrófilos, 

no entanto, se ocorrer endocitose evade-se da morte e se reproduz de forma segura 

para perpetuar novos ciclos de infecção, e as células endoteliais infectadas servem 

de reservatório para a conservação dos fungos (Figura 2) (GLASS et al., 2015). 
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Figura 2 – Vigilância e evasão imunológica de C. parapsilosis. A espécie C. parapsilosis no 
sangue adere às células endoteliais (1 e 2). Os neutrófilos podem fagocitar e matar as células do 
fungo na superfície (3), no entanto, se as células do fungo entrarem nas células endoteliais, elas são 
protegidas contra a morte (4), podendo se replicar e romper a membrana das células endoteliais para 
causar novos ciclos de infecção (5) (GLASS et al., 2015). 

 

A espécie C. krusei é a quinta espécie de Candida mais frequente, sendo 

o fungo patogênico oportunista (PFALLER et al., 2008) com menor virulência, 

mesmo colonizando a cavidade oral e formando biofilmes, em relação às outras 

espécies de Candida em mamíferos (SCORZONI et al., 2013; ROSSONI et al., 

2017). A infecção por C. krusei tem como fatores de risco doenças subjacentes, uso 

de antibióticos múltiplos e profilaxia antifúngica (FORASTIERO et al., 2015), 

induzindo a produção de IL-12, o que leva à resposta do tipo I e favorece a 

imunidade mediada por monócitos contra a infecção por esta espécie de Candida 

(XIONG et al., 2000). Nos serviços de saúde esta espécie é comum em pacientes da 

hematologia, oncologia, cirurgia, dermatologia, urologia, obstetrícia, ginecologia e 

UTIs (médica, cirúrgica e neonatal) (PFALLER et al., 2008). 

A espécie C. krusei é resistente ao fluconazol (MAJITHIYA et al., 2009; 

OLIVEIRA et al., 2014; SRINIVASNAKSHATRI et al., 2014), mas suscetível ao 

voriconazol (SCORZONI et al., 2013). Ainda que a anfotericina B seja o melhor 

agente antifúngico disponível para o tratamento (KARYOTAKIS et al., 1995), o 

antifúngico isavuconazol tem sido eficaz na redução da carga fúngica no cérebro em 

candidíase invasiva (MAJITHIYA et al., 2009). 

 

1.2 Distribuição geográfica e epidemiologia 

As infecções por Candida são observadas nos dois hemisférios do 

planeta e em todos os continentes, apresentando variações geográficas espécie-

específicas importantes. A espécie C. albicans é encontrada na Europa, na América 
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Latina e na América do Norte. Já a espécie C. glabrata é mais frequente na América 

do Norte e na Europa, e menos frequente na América Latina (PFALLER et al., 2011). 

Outra Candida a demonstrar preferência pelo hemisfério norte é a espécie C. krusei, 

sendo mais encontrada também na América do Norte e na Europa (PFALLER et al., 

2008). Já, as espécies C. parapsilosis e C. tropicalis têm sido mais frequentes no 

hemisfério sul, similar à espécie C. albicans. A infecção por C. parapsilosis, em 

neonatos, dividida por regiões geográficas foi maior na Austrália (35,8%) e América 

do Sul (29,1%) em relação à Ásia (24,7%) e Europa (19,1%) (PAMMI et al., 2013). 

Em uma revisão de literatura realizada na Europa sobre candidemia 

causada por espécies de Candida não-albicans, a espécie C. glabrata foi a mais 

frequente na Finlândia, Noruega e Dinamarca; a espécie C. parapsilosis foi a mais 

frequente na Espanha; e a espécie C. krusei foi a segunda espécie mais 

frequentemente encontrada na Finlândia, a terceira espécie na Dinamarca e a quarta 

na Noruega e na Espanha. Esta mesma revisão de literatura também realizada nos 

Estados Unidos obteve como resultado da candidemia por espécies de Candida 

não-albicans, a maior frequência de infecção por C. glabrata (29,0%) seguida por C. 

parapsilosis (17,0%), C. tropicalis (10,0%), C. krusei (1,0%) e outras espécies não-

albicans (5,0%) (GUINEA, 2014). Ainda no hemisfério norte, particularmente no 

Canadá, a epidemiologia da variação de espécies de Candida não-albicans em 

pacientes infectados apresentou a espécie C. glabrata (19,3%) como a mais 

frequente, seguida por C. parapsilosis (12,4%), C. tropicalis (8,7%) e C. krusei 

(4,4%) (PFALLER et al., 2014). 

Um estudo realizado em um hospital público infantil brasileiro, no período 

de 2007 a 2010, demonstrou a seguinte frequência de infecções causadas pelo 

gênero Candida: C. albicans (37,5%), C. tropicalis (24,0%), C. parapsilosis (22,1%), 

C. krusei (2,9%) e C. glabrata (1,9%) (OLIVEIRA et al., 2014). Em crianças maiores 

de um ano de idade (população pediátrica não neonatal) a mortalidade causada por 

Candida não-albicans ocorre principalmente pelas espécies C. glabrata e C. krusei 

(HEGAZI et al., 2014). 

Um levantamento realizado em 16 hospitais distribuídos dentre as cinco 

regiões do Brasil, durante o período de 2007 a 2010, demonstrou que a taxa total de 

mortalidade por candidemia durante a internação hospitalar foi de 72,2%, sendo a 

espécie C. albicans (34,3%) a mais frequente dentre as infecções por Candida spp., 

seguida por C. parapsilosis (24,1%), C. tropicalis (15,3%) e C. glabrata (10,2%) (DOI 
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et al., 2016). Apesar das taxas de incidência da infecção por C. glabrata 

apresentarem aumento principalmente no hemisfério norte, no Brasil foi observada a 

prevalência de C. glabrata nos jalecos dos profissionais da saúde com a frequência 

de 57,1% e nas superfícies hospitalares com uma frequência de 37,6% 

(SAVASTANO et al., 2016). No Brasil, esta espécie foi a mais frequente em hospitais 

privados (COLOMBO et al., 2013). 

A incidência das infecções por C. parapsilosis, embora com maior 

frequência no hemisfério sul, apresentou aumento particularmente em locais com 

grande uso de equinocandinas (ARENDRUP, 2014). Em um estudo epidemiológico 

realizado, entre 2010 e 2011, na Espanha acerca das espécies de Candida não-

albicans, a espécie C. parapsilosis foi a mais incidente, seguida por C. glabrata, C. 

tropicalis e C. krusei (PUIG-ASENSIO et al., 2014). Na Itália dados epidemiológicos, 

de 1998 a 2013, mostraram que entre as espécies de Candida não-albicans, a 

espécie C. parapsilosis também foi a mais frequente (62,2%), seguida por C. 

glabrata (10,0%), C. tropicalis (8,6%), C. guilliermondii (8,6%) e C. krusei (5,0%) 

(CAGGIANO et al., 2015). 

 

1.3 Infecções causadas por espécies de Candida não-albicans 

As infecções associadas ao gênero Candida podem ser endógenas, 

quando a espécie é comensal, mas pode causar infecção, ou nosocomiais, quando 

são adquiridas dentro de centros de saúde (KATIYAR et al., 2016). A partir da 

década de 1990 tem-se observado um aumento na incidência de Candida spp. em 

diversos hospitais em todo o mundo (PFALLER; DIEKEMA, 2002; PERLROTH et al., 

2007; PAPPAS et al., 2010; PARMELAND et al., 2013), sendo que de 60% a 90% 

dos casos as infecções fúngicas acometem pacientes imunodeprimidos (PAPPAS et 

al., 2010). A candidemia nosocomial causada por espécies de Candida não-albicans 

tem aumentado ano após ano (OLIVEIRA et al., 2014) e apresenta como fatores 

predisponentes implantes cirúrgicos artificiais e exposição anterior a antifúngicos 

(DING et al., 2015). Em pacientes que passaram por cirurgia a prevalência de 

Candida não-albicans aumentou nos últimos anos, nos quais a candidíase intra-

abdominal tem sido muito frequente (AGUILAR et al., 2015; BLISS, 2015). 

A maioria das infecções causadas por espécies de Candida não-albicans 

ocorrem no sangue, mas também são detectadas no abdômen, nos pulmões, nos 

ossos e na pele. As espécies de Candida não-albicans também são encontradas no 
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SNC, no coração e nos olhos, sendo as quatro espécies patogênicas mais 

frequentes C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (STORTI et al., 2012; 

PFALLER et al., 2014; TURNER; BUTLER, 2014). Os fatores de risco mais comuns 

para estas infecções são associados a cateteres (venoso, urinário e arterial), uso de 

antibióticos de amplo espectro, ventilação mecânica, intubação nasogástrica, 

nutrição enteral e parenteral, e uso de corticosteroides sistêmicos (JORDAN et al., 

2014). 

A infecção sistêmica por C. glabrata pode ocorrer pela cavidade oral, 

vagina, pele e cateteres internos, além do trato gastrointestinal (WELLS et al., 2007), 

e tem sido comumente relatada em pacientes com idade mais avançada, com 

cirurgia e terapia antifúngica prévias, transplantados, diabéticos e com tumores, 

sendo rara na UTI neonatal (PFALLER et al., 2014). A espécie C. glabrata pode 

causar infecção aguda e morte do hospedeiro, evoluindo de uma peritonite para a 

formação de abscessos pela perfuração do trato gastrointestinal, tanto em 

camundongos como em seres humanos (CHENG et al., 2014). Raramente a espécie 

C. glabrata tem sido associada à esofagite de pacientes, no entanto a candidíase do 

esôfago de pacientes HIV positivos pode ser a primeira manifestação da Aids (FIDEL 

et al., 1999). 

As infecções causadas por C. krusei são frequentes em pacientes com 

terapia antifúngica prévia, neutropênicos, transplantados com células-tronco, com 

doença maligna hematológica e que foram tratados com corticosteroides 

(imunossupressores) (PFALLER et al., 2014). Em pacientes com doenças 

gastrointestinais a espécie C. krusei está associada ao sangramento gástrico, as 

úlceras duodenais e principalmente a pacientes com gastrite (HUONG et al., 2013). 

Já em pacientes com leucemia, submetidos a transplante de medula, a infecção por 

C. krusei ocorre pelo uso de imunossupressores (FANCI et al., 2005). A prevalência 

de C. krusei é alta na população feminina sendo a laceração perineal e a idade 

acima dos 50 anos fatores importantes de vaginite (GÜZEL et al., 2013). 

As infecções por C. parapsilosis apresentaram-se com maior frequência 

em indivíduos jovens, principalmente pacientes pediátricos, o que demonstra ser 

esta espécie um importante patógeno neonatal (PFALLER et al., 2014). A espécie C. 

parapsilosis já foi isolada em hemoculturas, cateteres, pele, unhas e ambiente 

hospitalar (SABINO et al., 2015), no qual as cepas podem permanecer durante anos 

(BARBEDO et al., 2015). A morte de pacientes com candidemia causada por C. 
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parapsilosis tem como fatores agravantes comorbidade e malignidade (LIN et al., 

2015). As infecções sanguíneas associadas ao uso de cateter representaram um 

terço dos casos totais de infecções por C. parapsilosis (JORDAN et al., 2014). 

 

1.4 Efeito de imunossupressores associados com Candida 

A candidíase sistêmica é um problema comum entre os 

imunocomprometidos, incluindo pacientes submetidos a transplante de medula 

óssea e quimioterapia, portadores de doenças malignas hematológicas, pacientes 

submetidos à cirurgia gastrointestinal ou aqueles que apresentam queimaduras 

graves que comprometem a mucosa (CHOW et al., 2012). De maneira geral, a 

corticoterapia tem sido associada com o aumento de infecções causadas por 

Candida spp., em particular, C. albicans (PEREIRA et al., 2014). 

Outro fator de risco no desenvolvimento de candidíase invasiva 

relacionado ao imunocomprometimento do hospedeiro é a neutropenia, baixo 

número de neutrófilos (CHOW et al., 2012). Nos pacientes com baixa imunidade as 

espécies de Candida frequentemente encontradas são C. albicans, C. glabrata, C. 

krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (TOMCZAC et al., 2014). 

A prednisolona é um glicocorticoide clássico usado para tratar uma ampla 

gama de problemas de saúde; efetivamente reduz a inflamação induzindo 

imunossupressão (DE KRUIF et al., 2007; YAN et al., 2015). É um imunossupressor 

utilizado no tratamento de doenças inflamatórias crônicas, cujo papel anti-

inflamatório deve-se principalmente à sua capacidade de suprimir ou inibir a ativação 

dos fatores de transcrição NF-kβ (ANDERSSON et al., 2005). A prednisolona 

aumenta a carga fúngica no trato gastrointestinal e facilita a disseminação de C. 

albicans para órgãos vitais como baço, fígado e rins (KOBAYASHI-SAKAMOTO et 

al., 2018). 

O tratamento para esclerose múltipla inclui medicamentos que visam 

reduzir a frequência e a gravidade das exacerbações, mas não ocorre cura da 

doença. Assim, em sua fase aguda, a esclerose múltipla é usualmente tratada com 

corticosteroides enquanto que em sua fase crônica utilizam-se drogas 

imunomoduladoras (GOLD; WOLINSKY, 2011). A resistência antifúngica em 

pacientes com Aids deve-se ao estado imunossupressor, no qual os antifúngicos são 

incapazes de erradicar os fungos do hospedeiro (FIDEL et al., 1999). Na fertilização 

in vitro a imunossupressão tem tido destaque no papel do desenvolvimento de 
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candidíase sistêmica (AKHANOBA et al., 2014). A endocardite causada por Candida 

em pacientes saudáveis é rara, no entanto, ela ocorre em pacientes com válvulas 

protéticas e em pacientes imunossuprimidos (PELEMIŠ et al., 2013). 

Experimentalmente, a infecção sistêmica por C. glabrata em 

camundongos imunocompetentes tem os rins, o baço e o cérebro como os principais 

órgãos-alvo (JACOBSEN et al., 2010). No entanto, em infecção experimental por C. 

krusei, observou-se maior carga fúngica em amostras de fígado, pulmões e rins de 

animais imunossuprimidos quando comparados a animais não suprimidos, apoiando 

a ideia de que a condição de imunossupressão está associada à maior 

disseminação de Candida. (ANAISSIE et al., 1993). 

Os pacientes pediátricos são susceptíveis a infecções causadas por 

Candida spp. principalmente quando apresentam neutropenia, uso de 

corticosteroides, cateter venoso central e nutrição parenteral (GOKCEBAY et al., 

2016). Em crianças neutropênicas com problemas hematológicos a maior 

porcentagem de espécies de Candida foi observada nos pacientes com leucemia 

linfoblástica aguda, sendo que a cavidade oral apresentou uma colonização maior 

que as demais partes do corpo (HADDADI et al., 2014). 

Os neonatos prematuros constituem um grupo de pacientes com elevado 

risco para candidíase e suas complicações, pois sua susceptibilidade a essas 

infecções também se relacionam a mecanismos de imunocomprometimento (GUO et 

al., 2015). A espécie C. parapsilosis é a que tem maior incidência de infecção nos 

prematuros (CHOW et al., 2012) e a mais frequente em pacientes menores de dois 

anos de idade submetidos à ventilação mecânica (DOTIS et al., 2012). As infecções 

causadas por C. parapsilosis no período neonatal contribuíram para a morbidade e a 

mortalidade, com uma taxa de 10%, sendo responsáveis por um terço das infecções 

em neonatos prematuros. A predileção da espécie C. parapsilosis por neonatos 

ainda não está evidente, mas sua profilaxia está associada à alimentação com leite 

materno, remoção de cateteres venosos centrais, prudência no uso de 

corticosteroides e uso correto de antibióticos (PAMMI et al., 2013). 

 

1.5 Relação entre Candida e SNC 

As doenças neurodegenerativas constituem um grupo heterogêneo de 

doenças do SNC que são caracterizadas pela perda lenta e irreversível das funções 

neuronais e sua etiologia permanece em grande parte desconhecida (PISA et al., 
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2015). Uma possível ligação entre infecções fúngicas e outras patologias 

envolvendo o SNC foi descrita e inclui doença de Parkinson (EPP; MRAVEC, 2006), 

doença de Alzheimer (PISA et al., 2015), autismo (RATNASEELAN et al., 2018) e 

esclerose múltipla (ALONSO et al., 2018). Os fatores causadores dessas doenças 

de alta complexidade, que são frequentemente o resultado da combinação genética 

e ambiental, ainda são desconhecidos e a base molecular de sua patogênese ainda 

não foi completamente esclarecida (DE CHIARA et al., 2012). Duas teorias 

diferentes poderiam explicar essa relação, uma possibilidade é o mimetismo 

molecular entre alguns antígenos microbianos e hospedeiros (CHASTAIN; MILLER, 

2012) e a outra é que a própria infecção seja responsável pelas lesões focais no 

SNC (ALONSO et al., 2018). Estudos têm sugerido a possibilidade de que as 

infecções que atingem o SNC desempenhem um papel cofatorial na indução das 

doenças neurodegenerativas (MATTSON, 2012; SAROUKOLAEI et al., 2016; 

GÓRALSKA et al., 2018). 

As infecções sistêmicas por Candida afetam órgãos vitais, incluindo o 

SNC (LI et al., 2017). As infecções fúngicas que acometem o SNC estão associadas 

com considerável morbidade e mortalidade, e compreendem um amplo espectro de 

sintomas clínicos, incluindo abscessos cerebrais, acidente vascular 

cerebral/vasculite, aneurismas, hidrocefalia, meningites/meningoencefalites e 

trombose arterial (KHANDELWAL et al., 2011; MURTHY; SUNDARAM, 2014; 

GÓRALSKA et al., 2018). Os principais agentes etiológicos dessas infecções são 

fungos da ordem Mucorales e dos gêneros Aspergillus, Cryptococcus e Candida 

(PANACKAL; WILLIAMSON, 2015). 

Embora sejam raros os relatos clínicos de acometimento do cérebro em 

pacientes com candidíase sistêmica, as espécies de Candida são frequentemente 

encontradas no cérebro de pacientes que morreram devido a esta infecção 

(PARKER et al., 1981). A disseminação deste patógeno para o cérebro é mais 

comum em recém-nascidos (FAIX; CHAPMAN, 2003), sendo também responsável 

por grande parte dos abscessos cerebrais em pacientes imunocomprometidos 

(YAMPOLSKY et al., 2010; FENNELLY et al., 2013). Experimentalmente, foi 

demonstrado que na infecção sistêmica por C. albicans, o fungo se dissemina para o 

cérebro de camundongos suíços e induz migração de fagócitos peritoneais para os 

focos de infecção (FRAGA-SILVA et al., 2013). Lionakis et al. (2011) observaram 

expansão significativa da micróglia no cérebro de camundongos C57BL/6 após 
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infecção por C. albicans. 

Para invadir o SNC a espécie C. albicans precisa atravessar a BBB. As 

HBMECs diferem das células endoteliais dos vasos sistêmicos. Segundo Jong et al. 

(2001) a espécie C. albicans é capaz de penetrar nestas células e de determinar a 

formação de pseudo-hifas em seu interior. Além disto, estes autores constataram 

que C. albicans é capaz de atravessar estas células através de transcitose, e a 

identificação de algumas moléculas que participam deste processo de migração foi 

descrita recentemente. Liu et al. (2011) descreveram que a espécie C. albicans 

infecta o cérebro ligando-se a gp96, uma proteína de choque térmico, expressa 

exclusivamente em HBMECs. Esta proteína é reconhecida pela Als3 (invasiva 

fúngica) de C. albicans, o que permite a entrada do fungo pela célula endotelial e 

sua disseminação para o SNC (Figura 3). A proteína Als3 influencia a patogênese da 

candidíase em camundongos aumentando o deslocamento de fungos para o cérebro 

e o córtex renal durante a infecção (FU et al., 2013). 

 

 

Figura 3 – Modelo das interações da endocitose de C. albicans por HBMECs. A Als3 de C. 
albicans liga-se a gp96 na superfície de HBMECs e induz endocitose (LIU et al., 2011). 

 

Segundo Purzycki e Shain (2010), certas espécies de fungos dos gêneros 

Aspergillus e Candida, conseguiriam evadir-se da resposta imunológica por se 

encontrarem revestidos com uma proteção de manana. Esta característica lhes 

permitiria sobreviver no organismo humano, em um sítio não neurológico e liberar 

seus metabólitos continuamente para a corrente sanguínea. Entre estes produtos 

existem toxinas que são capazes de alterar a permeabilidade da BBB e atingir o 

SNC ocasionando degradação e liberação de componentes da bainha de mielina, 
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sendo possível, portanto, hipotetizar que os autoantígenos assim liberados atinjam 

os órgãos linfoides secundários desencadeando uma resposta autoimune específica. 

A possível contribuição de componentes fúngicos para o desenvolvimento 

de doenças neurodegenerativas e/ou autoimunes é sustentada tanto por achados 

em modelos experimentais como por algumas evidências observadas em pacientes 

com esclerose múltipla, uma doença autoimune que acomete o SNC. Benito-León et 

al. (2010), mostraram uma associação significativa nos níveis de anticorpos séricos 

entre Candida e esclerose múltipla. No estudo de Pisa et al. (2011) foi constatada a 

presença de macromoléculas fúngicas, de β-1,3-glucana e de anticorpos anti-

Candida no sangue periférico de um paciente com esclerose múltipla. Os anticorpos 

específicos e os antígenos de Candida também estavam presentes no líquido 

cefalorraquidiano deste indivíduo. Recentemente, estes autores comprovaram a 

presença de antígenos de Candida no líquor de vários pacientes com esclerose 

múltipla (PISA et al., 2013). 

 

1.6 Justificativa 

As infecções por espécies de Candida não-albicans têm apresentado 

maior incidência em todo o mundo e, similar à espécie C. albicans, estas espécies 

podem se disseminar para o SNC. A relação entre infecções por Candida e SNC tem 

sido associada a condições de imunocomprometimento do hospedeiro, mas de 

maneira geral, pouco estudadas. 

A hipótese de trabalho foi que as espécies de Candida não-albicans 

apresentam diferentes tropismos para o SNC e que a condição de imunossupressão 

altera o tropismo desses fungos para o SNC. A relevância imediata desta 

abordagem reside no esclarecimento da relação espécie-específica por Candida 

spp. e SNC. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Caracterizar a colonização/infecção e a resposta imunológica no SNC 

decorrentes da infecção sistêmica por espécies de Candida não-albicans em 

camundongos imunocompetentes e imunossuprimidos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

I. Avaliar a capacidade de infecção sistêmica e disseminação de C. 

glabrata, C. krusei e C. parapsilosis para o SNC; 

II. Avaliar se o tratamento com corticoide altera a disseminação de C. 

glabrata, C. krusei e C. parapsilosis para o SNC. 
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2.2.1 Protocolo experimental I 

 

Objetivo: caracterizar e comparar o decurso da infecção por C. glabrata, 

C. krusei e C. parapsilosis no SNC de camundongos C57BL/6. 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. glabrata 
n = 5 

C. krusei 
n = 5 

C. parapsilosis 
n = 5 

Controle 
n = 3 

Infecção: 5x10
6
 leveduras viáveis via intravenosa 

Histopatologia do SNC: 
análise do infiltrado inflamatório em 

amostras de cérebro. 

Análises: 3 e 14 dias após a infecção 

Carga fúngica: 
recuperação de UFC em amostras de 

cérebro. 
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2.2.2 Protocolo experimental II 

 

Objetivo: avaliar se o tratamento com corticosteroide interfere no decurso 

da infecção por C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis no SNC de camundongos 

C57BL/6. 

 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. glabrata 
n = 8 

C. krusei 
n = 8 

C. parapsilosis 
n = 8 

Controle 
n = 8 

Carga fúngica: 
recuperação de UFC em amostras de 

baço, cérebro e medula cervical. 

Resposta imune periférica: 
produção de citocinas 

(Th1/Th2/Th17/Treg) em cultura de 
células esplênicas totais estimuladas 
com Concanavalina A e HK-Candida. 

Administração de corticoide: 
1 dia antes da infecção 

Sem 
imunossupressão 

Com 
imunossupressão 

Administração de corticoide: 
3 dias após a infecção 

Administração de 
corticoide: 1ª dose 

Administração de 
corticoide: 2ª dose 

(4 dias após a 1ª dose) 

Infecção: 5x10
6
 leveduras viáveis via intravenosa 

Análises: 14 dias após a infecção 

Análise de peso: 
variação de peso corpóreo. 

q-PCR: 
análise de subpopulações de linfócitos T 

em homogenato de cérebro. 

Com 
imunossupressão 

Sem 
imunossupressão 

Histopatologia do SNC: 
análise do infiltrado inflamatório em 

amostras de cérebro e medula lombar. 
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Abstract 

 

The genus Candida includes commensal fungi that can cause local and systemic infections, 

with frequent involvement of vital organs, include central nervous system (CNS). Candida 

spp. occupy the fourth place among infections in the CNS. Although the incidence of C. 

albicans decreases among patients under immunosuppressive therapies, the incidence of non-

albicans Candida increases. In this context, the objective of this work was to characterize the 

changes in the CNS after a systemic infection by non-albicans Candida species in 

immunocompetent and immunosuppressed mice. Adult female C57BL/6 mice were 

intravenously infected with C. glabrata, C. krusei and C. parapsilosis yeasts and were 

immunosuppressed with prednisolone. All Candida spp. disseminated to the brain and spinal 

cord samples from immunocompetent animals. The effect of prednisolone treatment was 

evaluated by body weight variation, microbiological and histopathological analysis of the 

CNS, and spleen cells cytokine production on days 3 and 14 post-infection. The 

immunosuppression resulted in body weight loss, in leukopenia and reduced IL-2 production 

in the spleen. At day 14 post-infection, CNS fungal load decreased in the immunocompetent 

mice and increased in the immunosuppressed ones. Inflammatory infiltration associated to a 

Th1 cells profile was higher in brain samples of C. krusei immunosuppressed compared with 

immunocompetent infected mice. Altogether, these results indicate that C. glabrata, C. krusei 

and C. parapsilosis are also able to disseminate, reach the CNS and promote local 

inflammation. In addition, they clearly show that corticotherapy increases fungal load in the 

CNS. It is possible that the neuroinflammation triggered by Candida can be even more 

deleterious in other CNS pathologies. 

 

Keywords: Candida spp.; neuroinflammation; immunosuppression; prednisolone. 
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Introduction 

The genus Candida includes commensal fungi that live in the human oral cavity, 

gastrointestinal and genitourinary tracts. In certain conditions, such as changes in the 

microbiota and loss of integrity of epithelial barriers, excessive growth or translocation of the 

fungus through the intestine may occur and cause local and systemic infections (Eggimann et 

al., 2003). Thus, Candida spp. are considered opportunistic commensal pathogens that 

promote infection under host predisposing conditions. 

Systemic Candida infections affect vital organs, including the central nervous system 

(CNS) (Li et al., 2017). Morbidities in these infections are severe and comprise a broad 

spectrum of clinical symptoms, including brain abscesses, meningitis/meningoencephalitis, 

stroke/vasculitis and death (Murthy & Sundaram, 2014). The spread of this pathogen to the 

brain is more common in newborns (Faix & Chapman, 2003) and this is also responsible for 

most of the brain abscesses in immunocompromised patients (Yampolsky et al., 2010). 

Candida spp. occupy the fourth place among infections in the CNS (Panackal & Williamson, 

2015). 

To invade the CNS, fungi must cross the blood-brain barrier (BBB). C. albicans is 

able to pass through the human brain microvascular endothelial cells (HBMECs) via 

transcytosis and it is also able to generate pseudohyphae inside those cells (Jong et al., 2001). 

This process requires the initial binding of C. albicans to gp96, a heat shock protein, 

exclusively expressed in HBMECs (Liu et al., 2011). Als3 is a C. albicans invasin which 

binding to gp96 allows the internalization of the fungus by the endothelial cell and its 

dissemination to the CNS. 

Neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, 

amyotrophic lateral sclerosis and multiple sclerosis (MS), constitute a heterogeneous group of 

CNS disorders that are characterized by a slow and irreversible loss of neuronal functions. 

Although the etiology of neurodegenerative diseases remains largely unknown (Pisa et al., 

2015), some studies have suggested the possibility that infections reaching the CNS act as a 

cofactor in the induction of these diseases (Mattson, 2012; Saroukolaei et al., 2016; Góralska 

et al., 2018). Evidences observed in MS patients support the possible contribution of Candida 

infections to the development of neurodegenerative and/or autoimmune diseases. Compared 

to normal/healthy subjects, MS patients present significantly higher levels of specific 

antibodies and Candida spp.-derived macromolecules in blood (Benito-León et al., 2010; Pisa 

et al., 2011) and in the cerebrospinal fluid (Pisa et al., 2013). 
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The incidence of C. albicans decreased in many countries, especially among patients 

under immunosuppressive therapies, while the incidence of non-albicans Candida increased 

(Yapar, 2014; Wu et al., 2017). Similarly, to C. albicans, non-albicans Candida species can 

also reach the CNS, disclosing the interesting possibility that they can present distinct 

neurotropism and also a specific behavior considering their spread to the CNS when hosts are 

under immunosuppressive therapy. Therefore, in the present study we evaluated the ability of 

three non-albicans Candida species to spread to the CNS in immunocompetent and 

immunosuppressed C57BL/6 mice. 

 

Methods 

Animals. Female C57BL/6 mice 9 to 11 weeks old were purchased from a specific pathogen-

free facility at University of São Paulo (USP) (Ribeirão Preto, SP, Brazil). Mice were 

allocated in cages (maximum five animals per cage) with sterilized food and water ad libitum 

and were manipulated in accordance with the local Ethics Committee for Animal 

Experimentation, from São Paulo State University (UNESP) (Botucatu, SP, Brazil). 

 

Candida spp. inoculum. C. glabrata (H-3479), C. krusei (ATCC 6258) and C. parapsilosis 

(ATCC 90018) were originally obtained from the fungal collection of Mycology Laboratory 

(UNESP, Botucatu, SP, Brazil) and stored at -80ºC in glycerol stocks. For mice infection, 

Candida spp. were cultured in Sabouraud-dextrose agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, 

USA) for 24 hours, at 37ºC, and carefully washed with sterile saline solution (SSS). The 

suspensions were centrifuged and washed twice at 450 × g for 5 min at 4ºC. The fungal 

concentration was adjusted to 5.0 × 10
7
 viable yeast cells/mL in SSS and then inoculated into 

the lateral tail vein (0.1 mL/animal). For stimulation of cell cultures, the fungal suspensions 

were previously heat-killed. 

 

Immunosuppression. The animals were immunosuppressed by administration of two 

subcutaneous injections of prednisolone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a dose of 

100 mg/kg body weight delivered 1 day before and 3 days after the infection with Candida 

spp., adapted to Takakura et al. (2003). 

 

Determination of fungal burden. Fourteen days after infection, mice were anesthetized with 

ketamine/xylazine and perfused with 10 mL of sterile saline solution. Brain, cervical spinal 
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cord and spleen were collected, weighted and macerated in 1.0 mL of SSS. Afterwards, 0.1 

mL from each tissue homogenate was spread over culture plates containing Sabouraud-

dextrose agar (Difco) using a Drigalski T loop. The plates were then sealed and incubated at 

37ºC for 3 days. The number of colony forming units (CFU) was normalized per gram of 

tissue and log transformed. 

 

Spleen cell culture. Spleens were initially dissociated by sterile pestles and then the red blood 

cells were lysed with buffer containing NH4Cl. The remaining cells were washed with RPMI 

1640 (Sigma-Aldrich) medium. Cells were adjusted to 5 × 10
6
 cells/mL in RPMI medium 

supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (Gibco BRL, Grand Island, NY, 

USA), 2 mM of L-glutamine (Sigma-Aldrich) and 0.1% antibiotic-antimycotic (Sigma-

Aldrich). Spleen cell cultures were stimulated with heat-killed Candida spp. (5 yeasts/cell) 

and were incubated at 37ºC, 5% CO2 in a humidified incubator for 48h. Cell-free supernatants 

were harvested and stored at -80ºC for cytokine analysis. 

 

Cytokine quantification. Cytokine levels were evaluated by enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) in culture supernatants using IFN- , IL-5 and IL-10 BD OptEIA Sets (Becton, 

Dickinson and Company, BD, Franklin, San Diego, CA, USA) and IL-2, IL-6, IL-17, and 

TNF-  Duosets (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). The assays were performed 

according to the manufacturer’s instructions. 

 

Histopathology of the CNS. After euthanasia, brain and lumbar spinal cord samples were 

removed and fixed in 10% neutral buffered formalin. Paraffin slides with 4  m were stained 

with hematoxylin and eosin (HE) to evaluate the inflammatory process. A semi-quantitative 

analysis of CNS inflammation was performed according to the following criteria: (0) 

inflammatory infiltration absent; (1) mild inflammatory infiltration; (2) moderate 

inflammatory infiltration, and (3) intense inflammatory infiltration. 

 

PCR Assays. Frozen brain samples were used for RNA extraction with Trizol reagent (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) and cDNA synthesis (RT-PCR) was performed according 

to the manufacturer’s recommendations for the High Capacity RNA-to-cDNA converter kit 

(Life Technologies). Expression of Rorc (Mm01261022_m1), Foxp3 (Mm00475162_m1), 

Tbx21 (Mm00450960 m1) and Gata3 (Mm00484683 m1) genes were analyzed based on 

GAPDH (Mm99999915_g1) reference gene levels. Real Time PCR was performed using 
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Taqman system according to manufacturer’s recommendations (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA). Gene expression was represented as relative fold difference (2
-∆∆Ct

) using the 

Control (non-treated and non-infected) group as the calibrator. 

 

Statistical Analysis. First, the results were analyzed by Shapiro-Wilk’s test, to test for the 

normality of data. Comparisons between two samples were made by  -test and three or more 

samples were made by One Way ANOVA followed by Tukey’s test. Data were analyzed 

using SigmaPlot statistical package for Windows version 12.0 (Jandel Corporation, CA, USA) 

and values of   < 0.05 were considered statistically significant. Graphs and figures were made 

in GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA). Results were 

expressed as mean ± standard error of mean (SEM). 

 

Results 

Prednisolone affects body weight, fungal load and cytokine production of Candida spp. 

infected mice 

The immunosuppression per se resulted in body weight loss, in leukopenia and reduced IL-2 

production in the spleen (Figure S1). Prednisolone treatment determined significant body 

weight loss in mice infected with the three Candida spp. (Figure 1A). The treatment also 

increased spleen fungal load in C. krusei infected mice but not in C. glabrata and C. 

parapsilosis ones (Figure 1B). The efficacy of corticotherapy was supported by both, a 

decreased splenic leukocyte number (Figure 1C) and IL-2 production by spleen cells 

stimulated with heat-killed Candida spp. in infected mice (Figure 1D). IFN-γ and IL-17 

production was not affected after prednisolone treatment (Figure 1E,F) whereas IL-5 was 

elevated in C. krusei and C. parapsilosis but not in mice infected with C. glabrata (Figure 

1G). TNF-α, IL-6, and IL-10 levels were significantly elevated in prednisolone treated mice 

(Figure 1H-J). 
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Figure S1. Effect of prednisolone in non-infected mice with 14 days. Body weight (A), 

total spleen leukocyte cell number (B) and production of IL-2 (C) by spleen cell cultures of 

immunocompetent (CTL) and immunosuppressed (PRED) non-infected mice. The results are 

expressed as mean ± SEM (*p<0.05 and **p<0.01 statistical difference between groups 

analyzed by t test; p <0.05; n = 8). 

 

 

 

Figure 1. Effect of prednisolone on body weight, fungal load and cytokine production. 

Body weight (A), spleen fungal load (B), total spleen leukocyte cell number (C) and 

production of IL-2 (D), IFN-γ (E), IL-17 (F), IL-5 (G), TNF-α (H), IL-6 (I) and IL-10 (J) by 

spleen cell cultures of immunocompetent (Control) and immunosuppressed (Prednisolone) 

infected-mice. The results are expressed as mean ± SEM (different letters indicate statistical 

difference among groups analyzed by One-way ANOVA with post-hoc Tukey test; p <0.05; n 

= 8). 
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Candida spp. reached the brain of immunocompetent mice 

Mice were infected with C. glabrata, C. krusei or C. parapsilosis and evaluated 3 and 14 days 

after infection. All three Candida spp. were able to spread to the brain and to trigger a local 

inflammation in already 3 days after infection. Nevertheless, on day 14, all the groups 

exhibited a diminished fungal load (Figure 2A); C. glabrata showed the highest fungal load 

whereas C. parapsilosis showed the lowest fungal burden in both analyzed periods, that is, 3 

and 14 days. Histological scoring of inflammation was similar among groups and periods 

(Figure 2B); the three Candida spp. induced inflammatory infiltration in the brain meninges 

and parenchyma (gray matter and white matter) (Figure 2C). 

 

 

 

 

Figure 2. Dissemination of Candida spp. to the brain and inflammatory infiltration in 

immunocompetent infected mice. Brain fungal load (A) and inflammation score (B) of C. 

glabrata, C. krusei and C. parapsilosis in brain samples. Inflammatory infiltration (C) in 

brain samples were evaluated at 3 and 14 days after infection. The results are expressed as 

mean ± SEM (*indicate statistical difference between 3 and 14 days analyzed by unpaired t-

test; different letters indicate statistical difference among groups analyzed by One-way 

ANOVA with post-hoc Tukey test; p <0.05; n = 5). Arrowheads indicate diffuse 

inflammatory infiltration and arrows indicate focus of inflammatory infiltration. 
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Corticotherapy enhances fungal load and inflammation at the CNS 

Mice infected with C. glabrata, C. krusei or C. parapsilosis were treated with prednisolone 

and evaluated 14 days after the infection. Corticotherapy increased fungal load in the CNS, 

being the brain (Figure 3A) and the spinal cord (Figure 3B) both affected. Interestingly, 

fungal loads at the spinal cord were differently affected by prednisolone treatment, C. krusei 

and C. parapsilosis infected mice presented significantly higher fungal load than C. glabrata. 

Treatment with prednisolone significantly increased brain inflammation only in C. krusei 

infected mice (Figure 3C). In spite of the presence of Candida spp. on the spinal cord, no 

inflammatory infiltrates were detected in sections stained with HE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Effect of corticotherapy in the fungal load and inflammation at the central 

nervous system. Fungal load of C. glabrata, C. krusei and C. parapsilosis in brain (A) and 

spinal cord (B) samples and inflammation score (C) in brain samples (D) of 

immunocompetent (Control) and immunosuppressed (Prednisolone) infected mice. The 

results are expressed as mean ± SEM (different letters indicate statistical difference among 

groups analyzed by One-way ANOVA with post-hoc Tukey test; p <0.05; n = 8 for CFU and 

n = 5 for inflammation score). Arrowheads indicate diffuse inflammatory infiltration and 

arrows indicate focus of inflammatory infiltration. 
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Prednisolone triggers Th1 neuroinflammation in C. krusei infection 

Quantification of mRNA transcription factors indicated that Rorc (Th17 signature) (Figure 

4A) and Foxp3 (Treg signature) (Figure 4B) were similarly expressed in the brain of 

prednisolone treated and not treated infected mice. Also, no differences were observed 

concerning the three Candida spp. However, clear differences were detected when Tbx21 

(Th1 signature) and Gata3 (Th2 signature) were evaluated. C. krusei immunosuppressed mice 

showed a higher mRNA expression of Tbx21 compared to C. krusei immunocompetent mice 

(Figure 4C). Differently, this group showed a lower mRNA expression of Gata3 compared to 

C. krusei immunocompetent mice (Figure 4D). 

 

Figure 4. Effect of Candida spp. on the infiltration of T subsets at the CNS. Relative 

mRNA expression of Rorc (A), Foxp3 (B), Tbx21 (C) and Gata3 (D) in brain samples of 

immunocompetent (Control) and immunosuppressed (Prednisolone) infected mice. The 

results are expressed as mean ± SEM (different letters indicate statistical difference among 

groups analyzed by One-way ANOVA with post-hoc Tukey test; p <0.05; n = 6). 

 

Discussion 

The number of fungal diseases in the central nervous system (CNS) has increased during the 
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past few years. Even though some fungi can trigger pathologies in healthy subjects, most of 

these agents provoke illness in previously immunocompromised hosts. 

A variety of clinical manifestations can be initiated by fungal infections as meningitis, 

encephalitis, hydrocephalus, cerebral abscesses and even stroke syndromes (Góralska et al., 

2018). A possible link between fungal infections and other pathologies involving the CNS 

have been described and include Parkinson’s disease (Epp & Mravec, 2006), Alzheimer’s 

disease (Pisa et al., 2015), autism (Ratnaseelan et al., 2018) and multiple sclerosis (MS) 

(Alonso et al., 2018). Two different theories could explain this relation, one possibility is the 

molecular mimicry between some microbial and host antigens (Chastain & Miller, 2012) and 

the second possibility is that the infection itself is responsible for the focal lesions in the CNS 

(Alonso et al., 2018). On both, the immune system is activated by the microbial infection and 

could initiate or enhance neuroinflammation. 

We recently demonstrated that a systemic infection by Candida albicans reaches the 

CNS and significantly increases the severity of experimental autoimmune encephalomyelitis, 

a mouse model of MS (Fraga-Silva et al., 2015). In this investigation, we hypothesized if 

other Candida specie would be also able to reach the CNS during an experimental systemic 

infection in mice. To mimicry the natural conditions, in which installation in the CNS is more 

prevalent in immunosuppressed subjects, the mice were submitted to a corticotherapy with 

prednisolone. C57BL/6 female mice were therefore infected with C. glabrata, C. krusei or C. 

parapsilosis by the lateral vein and disease evolution was checked at 14 days after infection. 

Prednisolone treatment, following a protocol described by Takakura et al. (2003), 

significantly reduced body weight in mice infected with any of the three Candida species. 

This finding was expected and is well documented by literature and it has been mainly 

attributed to catabolic effects in skeletal muscles (Sali et al., 2012). The effectiveness of 

corticotherapy was additionally supported by a reduced splenic cell number. Even though the 

total number of T cells in the spleen was not determined, the reduced spleen cell number was 

possibly due to T cell apoptosis that has been consistently associated with corticosteroid 

effects (Herold et al., 2006). The involution of lymphoid tissues in response to treatment with 

corticosteroid involves the death of mature lymphocytes and inhibition of mitosis in immature 

lymphocytes (Dougiierty, 1959). High doses of glucocorticoids induce apoptosis in T cells 

and other immune cells such as thymocytes, B cells, macrophages, mature dendritic cells, 

eosinophils, and natural killer cells (Gruver-Yates & Cidlowski, 2013). Apoptosis associated 

with glucocorticoids involves the activation of intrinsic and extrinsic apoptotic pathways 

(Smith & Cidlowski, 2010). 
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Prednisolone treatment also determined clear alterations in cytokine production by 

splenic cells stimulated with the corresponding Candida spp. antigens. As expected, we 

observed an IL-2 reduction. Besides the reduced number of T cells, which may be associated 

with the reduced levels of IL-2, it is known that corticosteroids can interfere with IL-2 

binding by modulating the binding itself and/or signal processing function of the IL-2 receptor 

(Horst & Flad, 1987). Most of the cytokines, such as IL-1β, TNF-α, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-

6, IL-8, IL-10, IL-12 and IFN-γ, are down-regulated by corticosteroids through inactivation of 

pro-inflammatory transcription factors (AP-1, NFB), up-regulation of the expression of 

cytokine inhibitory proteins (IB) and also by reducing the half-life of cytokine mRNAs 

(Brattsand & Linden, 1996). 

Surprisingly, TNF-α, IL-5, IL-6 and IL-10 levels were clearly elevated in comparison 

to non-treated infected mice and INF-γ and IL-17 production were not changed by 

corticotherapy. These unexpected results could be associated to the time-point chose for 

evaluation, that is, 14 days after infection. The effects of prednisolone on the immune system 

tend to be short-lived and may subside within 24 to 48 hours after drug administration 

(Hanson et al., 1986). 

An elevation of the splenic fungal load was also anticipated in prednisolone treated 

mice, however, only C. krusei presented a significant increased amount of fungi in this organ. 

Coincidentally, C. krusei infected mice were clearly different in terms of cytokine production. 

These animals produced less IL-2 and almost no IFN-γ and IL-17 in response to the cognate 

antigen stimulation in comparison to the two other Candida species. In addition, in these 

infected mice, prednisolone treatment increased IL-5 production but not the other Th cells 

signature cytokines, that is, IFN-γ and IL-17. These findings were initially interpreted as 

indication that this Candida spp. was not inducing a strong peripheral Th1/Th17 polarization, 

which is, at least in Candida albicans, responsible for the control of the infection (Richardson 

& Moyes, 2015). 

An initial analysis indicated that all three Candida spp. were able to spread to the brain 

and also to trigger local inflammation in infected, but immunocompetent (not treated with 

prednisolone) mice. These findings indicated that non-albicans Candida also hold the ability 

to reach the brain, similarly to C. albicans, as we previously demonstrated (Fraga-Silva et al., 

2015). Interestingly, prednisolone treatment, differently from its effect on spleen, was clearly 

associated with and increased fungal load at both the brain and the spinal cord of mice 

infected with all three Candida spp.. This finding strongly suggests that corticotherapy, and 

possibly many other immunosuppressive drugs, are able to facilitate the fungal dissemination 



52 
 

to the CNS. 

The fact that this increase in fungal load was even more pronounced in the spinal cord, 

compared with the brain, mainly in animals infected with the C. krusei and C. parapsilosis is 

possibly relevant in terms of CNS involvement. In addition, this striking amount of fungi in 

the spinal cord was concomitant with the absence or a very discrete process of inflammation, 

implying that no inflammatory cells, or very few ones, are infiltrating this area. Even though 

this is a complex subject, there is a general idea that the yeast morphology is more commonly 

present as a commensal agent whereas hyphae and/or pseudohyphae characterize virulent 

forms (Brown & Gow, 1999). In this scenario, it would be interesting to investigate if hyphae 

are present in greater quantity in the brain than in the spinal cord. 

Analysis of T helper cell subsets by means of their transcription factors signature 

suggested that the inflammatory phenotype in the brain of C. krusei-infected mice was 

differently affected by prednisolone treatment. In this case, mice presented a predominant Th1 

profile whereas this local polarization did not happen in the two other species. 

Altogether, these results indicate, similarly to C. albicans, that C. glabrata, C. krusei 

and C. parapsilosis are also able to disseminate, reach the CNS and promote local 

inflammation. In addition, they clearly show that corticotherapy increases their respective 

fungal loads at both, the brain and the spinal cord, being C. krusei the specie that triggers the 

highest local accumulation of Th1 cells. It is possible that the neuroinflammation triggered by 

this type of Th1-inducing Candida can be even more deleterious in other CNS pathologies. 

Considering that samples from the CNS are difficult to obtain from patients, we believe that 

experimental models can be widely explored to investigate other aspects of CNS impairment, 

including the effect of fungi infections, in many CNS disorders such as multiple sclerosis and 

Parkinson and Alzheimer’s diseases. 
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I. As três espécies de Candida estudadas têm a capacidade de se 

disseminarem para o SNC atingindo o cérebro e a medula; 

ll. Os estados de imunossupressão estão associados a uma maior 

disseminação de Candida spp. para o SNC. 
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