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“‘Enfrentar o cancer € acreditar que a
ciéncia acompanhada da fé pode ter
resultados bem melhores."

Projeto Doe Palavras, 2015



RESUMO

O céancer € um problema de saude publica importante, sendo o cancer de prostata a
segunda neoplasia maligna mais frequente em homens. Devido a imunodepresséo
desenvolvida neste grupo de pacientes, estes se tornam susceptiveis a infeccdes
oportunistas, dentre as quais, observamos as infec¢des fungicas. Este trabalho teve
como objetivo, demonstrar a presenca de infec¢bes fungicas em pacientes com
cancer de prostata, a capacidade dos isolados clinicos em formarem biofilme e a
utilizacdo de lectinas como marcadores celulares teciduais e microbianos. Foram
realizadas coletas de fragmentos prostaticos em 200 pacientes, a partir de bidpsias,
resseccles transuretrais e por prostatectomias radicais. Dos pacientes avaliados,
dois apresentaram prostatite fungica, e atraves de técnicas classicas e moleculares
0s agentes etioldgicos foram identificados como, Candida glabrata e Trichosporon
inkin. ApGs testes de susceptibilidade in vitro, o isolado de C. glabrata apresentou
sensibilidade a caspofungina, micafungina, anidulafungina e anfotericina B, sendo
dose dependente para o fluconazol. E T. inkin apresentou resisténcia a caspofungina,
micafungina e anidulafungina, sendo sensivel ao fluconazol e a anfotericina B. As
duas espécies demonstraram a capacidade de formar biofilmes maduros com 48
horas. Também foi analisado o perfil de carboidratos das paredes celulares fungicas
e teciduais, com a marcacéao das lectinas WGA, Con A, UEA-I e PNA e da galectina-
3, observando-se diferenca na presenca do adenocarcinoma de prostata e
principalmente quando associado a infeccao fungica. Dessa forma, concluimos que,
os fatores de viruléncia dos fungos sao fundamentais no estabelecimento e
disseminacdo das infeccdes, e que o uso das técnicas de citoquimica, histoquimica
e imunohistoquimica podem auxiliar no reconhecimento precoce de possiveis

alteracdes na prostata, como o cancer, com ou sem processo fungico infeccioso.

Palavras-chave: Adenocarcinoma. Candida glabrata. Trichosporon inkin. Biofilme.
Lectinas. Galectina-3.



ABSTRACT

Cancer is a major public health problem, with prostate cancer being the second most
common malignant neoplasm in men. Due to the immunosuppression developed in
this group of patients, these become susceptible to opportunistic infections, among
which, the fungal infections are observed. This work aimed to demonstrate the
presence of fungal infections in patients with prostate cancer, the ability of clinical
isolates to form biofilm and the use of lectins as tissue and microbial cell markers.
Prostatic fragments were collected in 200 patients, from biopsies, transurethral
resections and radical prostatectomies. Of the evaluated patients, two presented
fungal prostatitis, and through classical and molecular techniques the etiological
agents were identified as Candida glabrata and Trichosporon inkin. After in vitro
susceptibility tests, the C. glabrata isolate presented sensitivity to caspofungin,
micafungin, anidulafungin and amphotericin B, being dependent dose for fluconazole.
And T. inkin presented resistance to caspofungin, micafungin and anidulafungin,
being sensitive to fluconazole and amphotericin B. Both species demonstrated the
ability to form mature biofilm with 48 hours. The carbohydrate profile of the fungal
and tissue cell walls was also analyzed with the marking of WGA, Con A, UEA-I and
PNA lectins and galectin-3, showing difference in the presence of prostate
adenocarcinoma and especially when associated with fungal infection. Thus, we
conclude that, factors of fungi virulence are fundamental in the establishment and
dissemination of infections, and that the use of cytochemical, histochemical and
immunohistochemical techniques may help in the early recognition of possible

changes in the prostate, such as cancer, with or without infectious fungal process.

Key-words: Adenocarcinoma. Candida glabrata. Trichosporon inkin. Biofilm. Lectins.
Galectin-3.
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1 INTRODUCAO

O cancer é um problema de saude publica importante, sendo o cancer de
prostata (CaP) a segunda neoplasia maligna mais frequente em homens, superado
apenas pelo cancer de pele ndo-melanoma. O nimero de novos casos no Brasil
estimados para 2018 foi de 68.220 e em 2013 o numero de mortes registradas foi de
13.772 (INCA, 2018). Em Pernambuco devido a baixa procura aos atendimentos
primarios de saude pelos homens, o numero de novos casos estimados para 2012
foi de 2.310, sendo destes 500 casos apenas em Recife, capital do estado (SILVA,
SANTOS, MELLO, 2013).

O cancer de prostata ainda possui etiologia desconhecida, entretanto alguns
fatores de risco sdo associados como: fatores genéticos em individuos com historico
familiar, idade superior a 65 anos, individuos negros possuem maior incidéncia e
severidade da doenca, componentes dietéticos com maior risco associado a
ingestao de gordura animal e carnes. Adicionalmente, tem sido pesquisado a relacéo
de fatores virais e inflamatorios (GUERRA, MOURA GALLO, MENDONCA, 2005;
RHODEN, AVERBECK, 2010; DORNAS et al, 2008). Muitos organismos
patogénicos diferentes tém sido observados para infectar e provocar uma resposta
inflamatoria na préstata, dentre eles bactérias, virus, fungos e parasitas (DE MARZO
et al., 2007).

Os fungos sdo responsaveis por causar infeccbes oportunistas,
principalmente em individuos imunodeprimidos pelo desenvolvimento do CaP
(OLIVEIRA et al., 1998). Além disso, no ambiente hospitalar estas infeccfes estao
geralmente associadas ao cateterismo vesical e cerca de 10% dos pacientes
hospitalizados necessitam de instrumentagdo do trato urinario (LIMA et al., 2007).
Os cateteres vesicais predispdem a infeccao fangica, devido a colonizacdo das
superficies do cateter, permitindo o desenvolvimento de biofilmes no qual os
microrganismos ficam aderidos, promovendo uma alta resisténcia aos
antimicrobianos (DIAMENT et al., 2010; PINA et al., 2010).

O diagnostico do CaP pode ser realizado a partir do toque retal, da dosagem
do Antigeno Especifico Prostatico (PSA) e por biopsia com auxilio da
ultrassonografia transretal (RODRIGUES, SALES, 2013). O estudo histopatoldgico
permite o diagnostico conclusivo do CaP (DORNAS et al.,, 2008). Os tumores

malignos apresentam com frequéncia padrbes irregulares na glicolisacdo de
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glicoconjugados em suas células, com isso as lectinas por apresentarem um
dominio de reconhecimento a carboidratos, podem ser utilizadas como marcadores
histoquimicos para glicoconjugados da superficie celular (MURAMATSU, 1993), e
demonstram viabilidade e eficiéncia como marcadores de células transformadas
(BELTRAO, 2001).

1.1 PROBLEMATIZACAO

Infeccbes da prostata sdo geralmente causadas por microrganismos
patogénicos, dentre estes, os fungos sao responsaveis por causar infeccdes
invasivas principalmente em individuos com baixa imunidade decorrente do
desenvolvimento de neoplasia do 6rgdo, associado ao uso de medicamentos
imunossupressores. Além disso, o0 uso de dispositivos vesicais hospitalares por
estes pacientes aumentam a probabilidade dos agentes etioloégicos em formar
biofilme fazendo com que haja um aumento na resisténcia as defesas do hospedeiro
e as terapias antifangicas. Dessa maneira, a realizacdo oportuna do diagnéstico
laboratorial micolégico nos pacientes que apresentam cancer de prostata associada
a analise das caracteristicas fenotipicas de patogenicidade, como biofilme e
expressdo glicidica de superficie celular, podem ser utilizadas como uma nova
estratégia de diagndstico, no auxilio a uma melhor descricdo epidemiol6gica dos
casos e na escolha terapéutica mais adequada.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Demonstrar a presenca de infec¢des fungicas em pacientes com cancer de
préstata, a capacidade dos isolados clinicos em formarem biofilme e a utilizacdo de

lectinas como marcadores celulares teciduais e microbianos.
1.2.2 Objetivos Especificos

a) Coletar amostras clinicas em pacientes com suspeita e com
diagndstico de cancer de prostata;

b) Isolar os fungos e identifica-los por métodos classicos e moleculares;
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c) Determinar a similaridade genética entre os isolados clinicos de mesma
espécie;

d) Demonstrar a capacidade dos isolados clinicos em formar biofilme;

e) Caracterizar, através da marcacdo com lectinas, a expressao de
glicoproteinas da parede celular dos isolados clinicos;

f) Evidenciar a expressdo de carboidratos nas células do tecido da
préstata através da histoquimica com lectinas;

g) Caracterizar o tecido da préstata através da imunohistoquimica com

galectina.
1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Desenho e tipo de estudo

Estudo epidemiolégico do tipo exploratorio e prospectivo.

1.3.2 Local de coleta
As coletas foram realizadas em pacientes atendidos no setor de urologia do

Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), Recife.

1.3.3 Critérios de incluséo e excluséo

Foram incluidos pacientes com suspeita ou com diagnéstico de cancer de
préstata, atendidos no setor de urologia do Hospital de Céancer de Pernambuco
(HCP) e com idade superior a 18 anos.

Foram excluidos pacientes sem suspeita ou sem diagndéstico de cancer de

prostata e com idade inferior a 18 anos.

1.3.4 Aspectos éticos

O estudo foi realizado obedecendo as diretrizes e normas regulamentares de
pesquisa envolvendo seres humanos Resolugao n° 466/2012 do Ministério da Saude
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCP, sob o CAAE n°
43177015.0.0000.5205 (ANEXO A). Os pacientes assinaram um termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, antes de serem submetidos a coleta.
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1.3.5 Coleta dos dados e das amostras clinicas

As coletas foram realizadas no periodo de outubro de 2015 a margo de 2017.
A obtencédo dos dados dos pacientes foi através de questionario aplicado antes da
realizacdo do procedimento cirargico, além da avaliacdo do prontuario dos pacientes.
O material biolégico analisado foi o tecido da prostata, coletado através de biopsia
transretal, RTU (resseccao transuretral) ou PTR (prostatectomia radical) por
profissional médico, dentro do bloco cirargico. Os fragmentos de tecido obtidos
foram mantidos em dois recipientes, um contendo agua com antibitico e outro
contendo formol 10%. Também foram realizadas coletas no reto dos pacientes,
antes das biopsias, com o0 auxilio de swab e mantidos em tubos com agua com
antibiotico (Cloranfenicol). Posteriormente, foram transportadas e processadas para
diagnéstico laboratorial micolégico no Laboratério de Micologia Médica do

Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

1.3.6 Andlise de riscos e beneficios

Riscos foram minimos, pois a coleta de tecido da préstata foi realizada por
profissionais qualificados, contudo ocorreram pequenas hemorragias localizadas que
sdo inerentes ao procedimento. O material biol6gico obtido ndo foi de uso exclusivo
da pesquisa, uma vez que essas amostras sdo utilizadas na rotina para diagnéstico
e tratamento dos pacientes. O Unico risco direto que poderia ter ocorrido, era o
constrangimento no momento da entrevista. No entanto, foi esclarecido ao paciente
sobre o direito de ndo querer participar da pesquisa ou de desistir em qualquer etapa
da mesma.

Beneficios diretos aos participantes da pesquisa incluiram, rapidez e precisao
no diagnostico micoldgico, nos quais, levaram a uma melhor deciséo clinica para um
tratamento mais eficaz, melhorando, assim, a qualidade de vida dos pacientes com
cancer de préstata associado a infec¢des fungicas. Os preceitos éticos preconizados
na resolucdo 466/2012 da CONEP (Comisséo Nacional de ética em Pesquisa) foram
respeitados e as informagdes pertinentes as condutas éticas da pesquisa, constaram

no TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido).

1.3.7 Diagnéstico micolégico
O diagnostico laboratorial micolégico teve inicio com a preparacao de laminas

clarificadas com KOH 20% de acordo com o material biologico para a realizacdo da
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microscopia direta (avaliacdo de parasitismo). Em paralelo, as amostras clinicas
foram semeadas ou inoculadas em meio de cultura. O meio SDA (Sabouraud
Dextrose Agar) e BHI (Brain Heart Infusion) foram utilizados para o isolamento dos
agentes etiologicos que foram mantidos a temperatura de 28 + ou — 2 °C e 37 °C.
Apéds o crescimento fungico, estes foram purificados para identificacdo através da
taxonomia classica (BARNETT et al., 2000; RAPPER, FENNEL, 1977; HOOG et al.,
2000; LACAZ et al., 2002) e molecular (GOES-NETO et al., 2005; WHITE et al.,
1990; KALIYAPERUMAL, KALAICHELVAN, 2008).

1.3.8 Identificag&o classica

A caracterizacdo taxondmica dos agentes etioldgicos foi realizada através da
observacdo dos aspectos morfolégicos, macroscépicos e microscopicos (BARNETT
et al., 2000; DE HOOG et al., 2000; KLICH, 2002) e bioquimicas (BARNETT et al.,
2000; DE HOOG et al., 2000; LACAZ et al., 2002).

Foram analisadas diferentes caracteristicas morfolégicas como diametro,
bordos, textura e coloracédo do verso e reverso das colénias, producédo de pigmentos
e tempo de crescimento (BARNETT et al.,, 2000; RAPPER, FENNEL, 1977; HOOG
et al., 2000). A verificacdo das microestruturas somaticas e reprodutivas foi realizada
pela observacdo microscopica das colénias sobre uma lamina de vidro, contendo
uma gota (40 pL) de Azul de Amann (CARRANZA, 1949). As analises bioquimicas
compreenderam testes quanto a producéo de urease, para tal foi utilizado o meio de
cultura agar uréia (peptona 1 g; glicose 1 g; NaCl 5 g; KH2PO4 2 g; uréia 20 g;
vermelho de fenol 0,012 g; 4gar 18 g; agua destilada g.s.p. 1000 mL; pH 6,8). Uma
alca com a colbnia pura foi inoculada em toda a superficie do agar inclinado, com
subsequente incubacédo a 30 °C e observacédo durante 7 dias. O resultado positivo foi
evidenciado através da viragem do indicador da cor amarela inicial do meio para cor

rosa ou vermelho-violeta (LACAZ et al., 2002).

1.3.9 Identificacdo molecular

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de cultivos em SDA contido em
tubos de ensaio, mantidos a 28 °C por até seis dias. Toda colonia foi retirada do tubo
de ensaio com o auxilio de uma alca de platina, sendo o material transferido para
microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de 0,5 g de contas de vidro

(glass beads) com dois diametros diferentes na proporcéo de 1:1 (acid-washed, 150-
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212 pm e 425-600 pum; Sigma, U.S. sieve). O material foi triturado por agitacdo em
alta velocidade em um FastPrep.

A extracdo do DNA genbmico foi realizada com o material previamente
triturado, conforme Goes-Neto et al., (2005), que inclui uma lavagem com
cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1) e posterior homogeneizacdo do material em
tampédo CTAB 2 %, além de precipitacdo em isopropanol, lavagem em etanol 70 % e
ressuspensao em 50 uL de agua ultrapura.

Para amplificacédo da regido ITS e LSU rDNA foram utilizados os primers ITS1
e ITS4 (WHITE et al., 1990) e LR1/ LSU2 (VAN TUINEN et al., 1998, SANTIAGO et
al., 2014), respectivamente. Os parametros para amplificacdo e as concentracdes
dos reagentes (dNTPs, cloreto de magnésio, Taqg DNA polimerase e tampado de
reacao) foram os mesmos descritos por Oliveira et al., (2008). Controles negativos,
contendo todos o0s componentes exceto DNA, foram utilizados em cada
procedimento para detectar possiveis contaminacdes.

Os produtos das extracbes de DNA e das reagdes de PCR (5 pL) foram
visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1 % corados com GelRed, e
visualizados sob luz UV. Os produtos de amplificacdo foram purificados com o
“PureLink PCR Purification Kit” (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante, e

encaminhados para sequenciamento.

1.3.10 ISSR-PCR para a tipagem das espécimes re-isoladas

As reacoes de PCR para amplificacdo das regides de sequéncias repetidas
(ISSR) foram realizadas com os primers (GACA)4 (5-GACAGACAGACAGACA-3) e
(GTG)5 (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3"). A preparacdo da mistura de cada reacdo de
PCR consistiu em volume final de 25 pL as seguintes condigbes: tampao 1 X (Tris-
HCI 20 mM pH 8.4; KCI 50 mM), MgClz2 1.5 mM, dNTP 0.25 mM, primer 0.25 mM,
0.2U Taq DNA polimerase e 25 ng de DNA. Para a implementagéo da reagéo de
PCR foi realizada desnaturacéo inicial a 95 °C por 10 minutos seguido de 35 ciclos,
a 95 °C por 30 segundos, um passo de anelamento a 39 °C por 1 minuto e 72 °C por
2 minutos, com extensao final a 72 °C por 5 minutos. Os produtos amplificados rDNA
foram corados com solucédo de GelRed (0,5 pg/mL) e separados por eletroforese em
gel de agarose 1% imerso em tampé&o de corrida TAE 1X (pH 8,0), correndo por 50

minutos a 3 V/cm distancia entre os eletrodos, visualizados em um transiluminador
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de luz ultravioleta e fotografado. Foram usados marcadores molecular de 1 kb plus

(Fermentas ®).

1.3.11 Analises filogenéticas

A filogenia foi reconstruida por meio de andlises independentes de
sequéncias da regido ITS. As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras
recuperadas do GenBank (de acordo com o grupo de fungos em questdo) com o
auxilio do programa MEGA version 5.05 (TAMURA et al., 2007).

A caracterizacdo molecular final se deu com a avaliagdo filogenética e
construcdo de arvores. As andlises bayesiana (1 x 106 geracdes) e de maxima
verossimilhanca (1.000 bootstraps) foram realizadas, respectivamente, com MrBayes
3.1.2 (RONQUIST; HUELSENBECK 2003) e PhyML (GUINDON; GASCUEL 2003),
executados a partir do programa Topali 2.5 (MILNE et al. 2004). O modelo de
substituicdo nucleotidica foi estimado (SYM+G) usando Topali 2.5.

1.3.12 Teste de sensibilidade antifungica in vitro

O método utilizado seguiu as condi¢des descritas no documento em M27-A3
(CLSI, 2008) e M27-S4 (2012). O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sodio, pH 7,0 + 0,1, com &cido
morfolino propano sulfénico (MOPS; 0,165 mol/L; Sigma-Aldrich). O meio de cultura
foi esterilizado em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha).

Os agentes antifungicos padrbes utilizados foram Anfotericina B (Sigma-
Aldrich®), Fluconazol (Sigma-Aldrich®) e as equinocandinas, Anidulafungica,
Caspofungina e Micafungina. Diferentes concentra¢cdes das antifUngicos foram
preparados e usados nos intervalos de 0,03 a 16 pg/mL para anfotericina B, diluidos
em DMSO; 0,125 a 64 pg/mL para fluconazol, diluido em agua, e para as
equinocandinas, 0,015 a 8 pg/mL, também diluidos em DMSO.

De acordo com M27-A3 (2008) e M27-S4 (2012), frente a Candida glabrata, a
anfotericina B apresenta 100% de inibicdo e possui a CIM de 0,25 a 1 uyg/mL. Frente
ao fluconazol, possui inibicdo de 50 a 100%, é dose-dependente quando apresenta,
CIM = 32 ug/mL e resistentes, CIM = 64 pg/mL. Frente a anidulafungina e
caspofungina, esta espécie de levedura € considerada sensivel quando a CIM < 0.12
pg/mL, intermediario, CIM= 0.25 pg/mL e resistente CIM = 0.5 pyg/mL, com inibi¢cao
de 50 a 100%. Diferente das outras equinocandinas, C. glabrata frente a
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micafungina apresenta-se sensivel quando CIM < 0.06 pg/mL, intermediério, CIM=
0.12 pg/mL e resistente, quando CIM = 0.25 pg/mL. O CLSI nao padroniza
concentragdes inibitorias minimas para espécies de Trichosporon sp.

As leveduras foram mantidas em meio agar Sabouraud dextrose (SDA) e
incubadas por 24h a 35°C. As células dos isolados foram preparadas em solugéo
salina, e sua densidade foi ajustada de acordo com a escala 0.5 de Mac Farland em
90% da transmitancia utilizando um espectrofotdmetro com comprimento de onda
530 nm. O volume do in6culo foi ajustado para 5,0 mL de solucéo salina esterilizada
e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma concentracdo de 2 a 5x103 céls/
mL.

Para os testes, foram utilizadas placas de microtitulacao de fundo chato com 96
pocos (TPP, Trasadingen, Suica), nas quais foram dispostos 100 yL de cada uma
das diluicdes das drogas a serem testadas nas colunas de 1 a 10. Em seguida, 100
ML de meio RPMI 1640 foram distribuidos nas colunas 11 e 12, as quais foram
utilizadas como controle de crescimento e de esterilizacdo, respectivamente.
Posteriormente, 100 uL do inéculo padronizado foram adicionados aos pocos das
colunas 1 a 11, sendo as microplacas incubadas a 35°C por 48 horas para
determinacdo da Concentracao Inibitdria Minima (CIM). As CIMs para anfotericina B
foram determinadas para 100%; fluconazol, de 50 a 100%; e equinocandinas de 50
a 100%, em relacdo aos pocos controles. Para determinar a Concentragdo Fungicida
Minima (CFM), o conteudo dos pocos que mostrarem 100% de inibicdo no
crescimento foram cultivados para o meio SDA em placas de Petri. As placas foram
incubadas a 35°C durante trés dias para determinar a viabilidade fangica. A CFM foi
confirmada pela auséncia de crescimento fungico. A CIM foi definida como a menor
concentracdo de antifingico capaz de inibir o crescimento. Todo o teste foi realizado

em triplicata.

1.3.13 Avaliacdo da capacidade de formacéao do biofilme

Foram utilizados discos de silicone oriundos de sondas uretrais com 0,6 mm
de diametro. Para a confeccdo dos discos, as sondas foram previamente
planificadas entre duas laminas de vidro e processados em autoclave a 121 °C por
15 minutos. Este material foi lixado em granulagéo fina (lixa 400) para aumentar a
superficie de contato e para melhorar a aderéncia primaria das células fungicas.

Posteriormente, com o auxilio de uma lamina circular, as tiras de silicone foram



25

cortadas e os discos obtidos lavados com agua e sabdo e enxaguados com agua
destilada. Apds a secagem do material, o mesmo foi esterilizado em autoclave
(HAWSER; DOUGLAS, 1994).

Os ensaios para formacdo do biofilme foram procedidos de acordo com
Vandenbosch et al. (2010) e como controle positivo, foi incluida nos testes a
linhagem Candida albicans ATCC 90028. O meio de cultura utilizado foi o Yeast
Nitrogen Base (YNB, Sigma Sigma Aldrich) suplementado com 5 mM de glicose
(Sigma-Aldrich) e pH final 6,1.

Os isolados foram crescidos em Sabouraud Dextrose por 16 horas a 37 °C,
em seguida foram centrifugados e removido o sobrenadante para lavagem das
células com solucao salina a 0,85 % (trés vezes). Estas foram ressuspendidas em 1
mL de NaCl 0,85% (Novolab, Geraardsbergen, Bélgica) e o ind6culo foi
posteriormente diluido em meio de cultura YNB suplementado com 5 mM de glicose
para se obter densidade Optica de 0,07 a um comprimento de onda de 600 nm.

Para os testes de formacédo de biofilme, os isolados foram cultivados nos
discos de silicone estéreis em placa de microtitulacdo de 24 pocos (TPP,
Trasadingen, Suica). ApGs a padronizacao dos inoculos fungicos, 1 mL de uma
diluicdo de 1:100 do in6éculo em YNB foi adicionado a cada po¢o contendo um disco
de silicone. As placas de microtitulacdo foram incubadas durante 1 hora a 37 °C.
Subsequentemente, os discos de silicone foram lavados (trés vezes) com 1 mL de
0,9 % de NaCl para remover as células ndo aderentes e assepticamente transferido
para um novo poco. Em seguida foi adicionado 1 mL de YNB diluido (com uma
concentracéo final de glicose de 0,2 mM), em seguida as placas foram incubadas
durante 24 e 48 horas a 37 °C para posterior analise microscopica.

Para a avaliacdo dos estagios de formacdo do biofiime por leveduras
emergentes, os discos de silicone em que os biofilmes foram formados foram
examinados com 24 e 48 horas por meio da Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), utilizando um equipamento da marca FEI (Quanta 200 FEG). O
processamento das amostras seguiu o protocolo proposto Duarte et al. (2003). Os
biofilmes formados nos discos de cateter foram fixados em glutaraldeido a 2,5 %
com tampao Cacodilato de Sédio 0,1 M por duas horas. Apés a fixacdo, os discos
foram lavados com tampdo Cacodilato 0,1 M trés vezes por 10 minutos para a
retirada de todo o fixador. ApOs esta etapa, foi realizada a pos-fixagcdo na proporcao

1:1 Osmio 2% + tamp&o Cacodilato 0,1 M por 30 minutos, o que permite maior
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contraste do material. Foram realizadas duas lavagens por 10 minutos em tampé&o
Cacodilato 0,1 M e agua destilada. Posteriormente as amostras foram submetidas a
desidratacdo seriada com acetona, na concentracdo de 30%, 50%, 70%, 90% e
100% durante 5 minutos e submetidas a secagem ao ponto critico. A montagem do
material foi feita em stubs de metal contendo fita de carbono e tinta de prata (que
servem como condutores de elétrons) e em seguida, metalizadas através do

bombardeamento com ouro.

1.3.14 Caracterizag¢do das leveduras quanto a expressao de carboidratos na
parede celular — ensaio de marcacao com lectinas

Na leitura da expressao de carboidratos nos isolados de leveduras, através do
uso das lectinas, foi utilizado 1 mL da suspenséo (107 células por mL) preparadas a
partir de colbnias crescidas em meio SDA por 48 horas. As células de leveduras
foram suspendidas em solucdo de tampé&o fosfato salino (PBS) e em seguida
centrifugadas (2000 rpm) em eppendorfs de 2 mL por 10 minutos até formacgéo de
um contetdo na forma de pellet. Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e
este conteudo foi ressuspendido em tripsina (0,1%) por 3 minutos a 37 °C, e uma
nova centrifugacéo foi realizada, ressuspendendo o mesmo em solu¢cdo de metanol
conjugado a peroxido de hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. A cada
intervalo entre as etapas mencionadas, o pellet foi lavado em PBS através de
centrifugacéo por 10 minutos, 2 vezes seguidas. ApoOs esta etapa, foi adicionada as
células de leveduras as solucdes de lectinas WGA, Con A, UEA-I e PNA (20 pg/ mL)
e incubando as mesmas a 4 °C por um periodo de 1 hora. Em seguida, o pellet foi
novamente resuspendido em PBS conforme acima mencionado. Para a percepcao
da aglutinacdo de lectinas foi adicionado as células um conjugado de 3,3-
diaminobendizina (DAB) e peroxido de hidrogénio (H202) por um periodo de
permanéncia de 8 minutos. Seguidamente, o conteudo foi centrifugado em PBS

antes da verificacao da aglutinacdo das lectinas aplicadas, em microscopio éptico.

1.3.15 Avaliacdo da expressdo de carboidratos nas células do tecido da
prostata através da histoquimica com lectinas
Foram selecionados fragmentos teciduais da préstata, obtidos cirurgicamente

por bidpsia transretal, RTU ou PTR de pacientes do setor de Urologia do HCP.
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O material colhido foi fixado em formalina a 10%, e posteriormente foram
submetidos a rotina histolégica e incluidos em parafina, obtendo-se cortes com
espessura de 4 um, em micrétomo horizontal (Yamato, Japao) e colocados em
laminas previamente limpas e preparadas com adesivo a base de 3-amino-
propyltriethoxy-silano (Sigma, USA).

Foram testadas as lectinas Concanavalina A (Con A), Wheat germ agglutinin
(WGA), Peanut agglutinin (PNA) e Ulex europaeus agglutinin (UEA-I), todas
conjugadas a peroxidase (Sigma, USA). Os tecidos foram desparafinizados em xilol
e desidratados em alcool (70 - 100 %). As laminas com os tecidos foram tratadas
com solucédo de tripsina (0,1 %) a 37 °C por 2 minutos, em seguida colocados em
metanol-H202 por 20 min e incubados com as lectinas (UEA-I, WGA, PNA e Con A —
20 pyg/mL) a 4 °C por 2 horas. As laminas foram mergulhadas (10 minutos) em 10
mM de PBS pH 7,2. A peroxidase foi revelada pela incubac&o por 3 minutos em PBS
contendo DAB e H202. Os cortes foram contracorados com hematoxilina rapida e
analisados em microscopio 6ptico (Olympus BH-2, Japdo). Para assegurar que o
agente aglutinante € uma lectina, utiliza-se o carboidrato ligante. As ligacdes das
lectinas foram inibidas utilizando-se methyl-a-D-manose para Con A, a-L-fucose para

UEA-I, D-galactose para PNA e N-acetilglucosamina para WGA (Sigma, USA).

1.3.16 Imuno-histoquimica com galectina-3

Os tecidos foram cortados em 4 mm, transferidos para laminas de vidro e
desparafinados, como descrito na analise anterior. Os fragmentados foram
incubados com tampéo de citrato a 100 °C/ 30 minutos sob vapor de agua, e lavados
por 5 minutos com PBS e incubados com soro bovino liofilizado (para evitar reacdes
cruzadas), em seguida incubados com H202 por 5 minutos, lavados com PBS e
incubados com solucéo contendo anticorpo monoclonal anti-galectina-3 conjugado a
peroxidase (na diluicdo 1:50) por 1 hora a 25 °C. Os tecidos da prostata foram
incubados com anticorpo secundario biotinilado (DAKO LSAB Kit, EUA). A revelacéo
do anticorpo obtido por meio de reagdo de peroxidase foi visualizada apés
incubacéo dos tecidos expostos em uma solugao contendo DAB suplementado com
H202. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina e examinados em

microscopio de luz (Olympus BH-2, Japéo) (HSU et al., 1981).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CANCER DE PROSTATA

Cancer é o termo utilizado para denominar um grupo de mais de cem
doencas, as quais apresentam células, que se multiplicam de forma desordenada,
sendo capazes de invadir outros tecidos e 6rgados através do sangue e linfa (INCA,
2018). Segundo estatisticas da American Cancer Society (2018) o cancer é a
segunda causa mais comum de morte nos EUA, superado apenas pela doenca
cardiaca. Essa doenca € responsavel por uma em cada quatro mortes nos Estados
Unidos, estima-se que 609.640 americanos morrerdo de cancer em 2018,
correspondendo a quase 1.700 mortes por dia. Os principais tipos de cancer entre
homens e mulheres, que sdo responsaveis por quase metade do total de morte séo
o cancer de pulmdo, prostata (em homens), mama (em mulheres) e colorretal
(SIEGEL et al, 2018).

No Brasil, o CaP é o segundo mais frequente entre os homens (seguindo o
cancer de pele ndo-melanoma), estima-se 68.220 novos casos em 2018. Em valores
absolutos e considerando ambos os sexos € o quarto tipo mais comum, sendo a
taxa de incidéncia maior nos paises desenvolvidos, quando comparada aos paises
em desenvolvimento (INCA, 2018).

A prostata € uma glandula exdcrina do sistema reprodutor masculino, que
encontra-se posicionada anteriormente ao reto e abaixo da bexiga, envolvendo parte
da uretra. Produz e secreta o liquido prostatico, o qual possui pH alcalino que auxilia
na locomocdo dos espermatozoides e, juntamente com a secrecado das vesiculas
seminais e 0s espermatozoides na uretra, forma o sémen (INCA, 2018).

Anatomicamente a préstata € dividida em quatro zonas: periférica, transicional,
central e periuretral (MARANDOLA et al, 2004). Os tipos de lesdes proliferativas nédo
ocorrem com a mesma frequéncia em cada regido. Enquanto a hiperplasia prostatica
benigna (HPB) ocorre predominantemente na zona transicional, a maior parte dos
adenocarcinomas ocorre na zona periférica e apenas cerca de 30% na zona
transicional (JOSHUA et al, 2008). Histologicamente a prOstata € constituida por
glandulas tubulo-alveolares dispostas em I6bulos circundados por um estroma,
contidos dentro da capsula prostéatica (LEDUC, 1939; BRANDES et al, 1964).
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O céancer e outros processos inflamatérios afetam a glandula prostatica com
frequéncia. Em virtude da sua localizacdo, as doencas da prostata geralmente
influenciam o controle urinario, ejaculacédo e raramente dificuldade na defecacao
(EPSTEIN, 2010). No CaP, as células sofrem mutacéo, perdendo as caracteristicas
originais e se transformando em células cancerosas. Essas células se multiplicam
mais rapido que o tecido de origem e comprimem os érgaos ao redor, causando tais
sinais e sintomas. Além disso, podem penetrar no tecido, disseminar pela corrente
sanguinea ou sistema linfatico e se manter em outro 6rgao, evento conhecido como
metéstase (INCA, 2018).

A causa desta neoplasia maligna ainda permanece desconhecida. Contudo,
alguns fatores como etnia, idade, influéncias ambientais, polimorfismos hereditarios
e niveis hormonais contribuem de modo importante para o surgimento desta doenca,
a qual pode ser precocemente diagnosticada através de exames periddicos (DE
MARZO et al, 2007; EPSTEIN, 2010).

2.1.1 Diagnostico

O diagnéstico do CaP pode ser realizado a partir do toque retal, para avaliar o
volume da glandula e a presenca de ndodulos; através da dosagem do Antigeno
Especifico Prostatico (PSA), para definir a propensao a um tumor prostatico; e ainda
por biépsia com auxilio da ultrassonografia transretal, para estudo histopatologico,
que permite o diagnostico conclusivo (DORNAS et al, 2008; RODRIGUES; SALES,
2013).

O toque retal € um método muito importante para a detec¢édo do CaP, contudo,
pode haver falhas na identificacdo de tumores confinados ao 6rgdo em um estagio
inicial ou localizados em por¢des que ndo podem ser tocadas, ou seja, somente as
porcdes posterior e lateral da préstata sdo avaliadas e cerca de 40% dos tumores
ficam fora de seu alcance, sendo necessaria a associacdo a dosagem de PSA
(YAMAMOTO et al, 2001; GREENE, 2009).

O PSA é uma glicoproteina que atua como uma serina protease, sendo
essencialmente produzida pela camada de revestimento epitelial das glandulas para-
uretrais e pelo epitélio luminal prostatico. O antigeno tem como funcéo liquefazer o

sémen. O aumento dos niveis de PSA na corrente sanguinea tem sido relacionado a
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um rompimento na arquitetura da célula da glandula prostética, com a perda da
barreira da membrana basal e, como consequéncia, a entrada de PSA no sangue
(POLASCIK et al, 1999; CARTER, 2007; LOEB; CATALONA, 2008). No tecido de
CaP, observa-se uma concentracdo dez vezes maior do que no tecido prostatico
normal, uma vez que com a perda normal da arquitetura da glandula, o PSA passa a
ter acesso a circulacdo periférica (STAMEY, 1987; WANG, 1979; LOEB; CATALONA,
2008).

Na pratica clinica, ha limitacbes no uso do PSA como marcador tumoral, uma
vez que algumas alteracbes e manipulacbes da prostata como a ejaculacao,
prostatites e a HPB, também séo capazes de elevar os niveis do PSA (CARAM et al,
2016). Assim, na interpretacdo dos valores, é considerado indicativo da existéncia
de neoplasia, quando a razéo entre a fracao livre e o PSA total € menor do que 10%
(CATALONA et al, 2000; EASTHAM; SCARDINO, 2001; FERREIRA; KOFF, 2005).

No diagndstico do CaP, o exame histopatoldgico do tecido, obtido através de
bidpsia, permite o diagndstico conclusivo, sendo considerado o mais preciso. A
avaliacdo anatomopatolégica pode fornecer a graduacédo histolégica do sistema de
Gleason, que tem como objetivo, apresentar informagdes sobre o estadiamento do
carcinoma de prOstata, como a provavel taxa de crescimento do tumor e a sua
propensdo a disseminacgédo, além de auxiliar na escolha do melhor tratamento para o
paciente (INCA/MS, 2002).

2.1.2 Tratamento

O tratamento proposto para o CaP é determinado pela perspectiva de vida do
paciente e pelo estadiamento da doenca. Os estagios séo classificados de acordo
com as letras T que corresponde a extensao local do tumor, a letra N que indica o
envolvimento dos ganglios linfaticos e a M que demonstra a presenca da doenca
em outros pontos do organismo (SROUGI, 2003). Contudo, a decisédo do tipo de
tratamento depende, além desses fatores, da escolha do paciente (ANANDADAS,
2010) e dos médicos assistentes (UNDERWOOD, 2010).

Os tumores restritos a prostata podem ser tratados com a PTR, cirurgia de
remocao da prostata e de alguns linfonodos proximais; com radioterapia externa ou

intersticial (braquiterapia). A irradiacdo externa incide diretamente na prostata
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causando a destruicdo das células cancerosas, a qual € indicada para pacientes
com contra-indicacdo a cirurgia, e a intersticial consiste na implantagcdo de
sementes radioativas, sendo indicada para pacientes com bom progndstico.
Quando o tumor ndo se localiza apenas na prostata e acomete outros 0rgaos
(metastase), a doenca pode ser tratada com a orquiectomia bilateral (remocao dos
testiculos) ou com a administracdo de estrogénios ou anélogos sintéticos do
horménio de liberacdo do horménio luteinizante (BRASIL, 2002; SROUGI, 2003).

A “conduta de espera” é utilizada especialmente em pacientes idosos com
comorbidades significativas. O paciente ndo € tratado até que apresente algum
sintoma, o que € normalmente associado ao avan¢co da doenga ou metastase.
Nessa situacdo, € indicado uma intervencao paliativa, como a terapia de ablagéo
androgénica, radioterapia focal para aliviar a dor 6ssea ou RTU a fim de diminuir a
obstrucéo do trato urinario (BILL-AXELSON et al, 2011), o procedimento envolve a
remocdo de parte da prostata, através da uretra, com o auxilio de um
ressectoscopio, o qual possui uma alca elétrica para cortar o tecido e cauterizar 0os
vasos sanguineos (KACKER et al, 2011; MCVARY et al, 2011).

Adicionalmente a terapéutica, se faz a vigilancia ativa, que consiste no
acompanhamento das mudancas no grau de agressividade do cancer, através de
bi6psias em série e dosagens dos niveis de PSA. Entdo, caso ocorra alguma
mudanca significativa, torna-se necessaria a intervencao por meio de terapia local
definida (TOSOIAN et al, 2011). A vigilancia ativa tem como objetivo, reduzir os
danos associados ao tratamento tradicional do CaP, no entanto, ainda € necessério
padronizar os critérios de inclusé@o e o regime de vigilancia que resultaria ou ndo na
intervencao invasiva (SANDA et al, 2008; ALEMOZAFFAR et al, 2011).

A quimioterapia foi avaliada pela primeira vez em 1976 para o CaP, e
observou-se apenas 7% de respostas positivas. Estratégias de quimioterapia
isoladas ou em combinacdo foram avaliadas, mas o0s resultados foram
insatisfatorios (NETTO Jr, 1999). O tratamento quimioterapico nao € utilizado com
frequéncia em pacientes com CaP, pois o adenocarcinoma da prostata € pouco
sensivel aos antineoplasicos, sendo utilizada apenas como paliativo para sintomas
e/ou obter aumento de sobrevida (RODRIGUES et al, 2014).

Ademais, alguns fatores incluindo o status imunologico do paciente, uso
abusivo de antibidticos, idade (idosos), procedimentos invasivos e falhas nos

procedimentos de controle de infeccbes secundarias, podem conduzir ao
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desenvolvimento de infecgBes neste 6rgdo, especialmente por fungos (BRASIL,
2004).

2.2 INFECCAO FUNGICA

Os portadores de céncer apresentam um importante déficit imunolégico,
podendo ocorrer de forma secundaria a doenca de base ou ap0Os tratamento. O
avanco nos tratamentos antineoplasicos, embora permitam que 0S pacientes
tenham uma sobrevida maior, também expdem a um aumento no risco de infeccdes
(NEUBURGER; MASCHMEYER, 2006; SAFDAR et al, 2011). A imunossupressao e
sua regulacdo apresentam correlagdo com a incidéncia e a severidade das
infeccbes (SOUSA et al, 2010). Pacientes imunossuprimidos apresentam
predisposicdo a eventos infecciosos por defeitos permanentes ou transitorios nos
mecanismos de defesa, sejam eles especificos (imunidade celular e humoral) ou
ndo (mucosas, pele, microbiota normal, sistema fagocitico, citoquinas e
complemento) (FERNANDES et al, 2000).

As infeccOes se tornaram a primeira causa de mortalidade dos pacientes
portadores de neoplasias malignas, principalmente aqueles com neutropenia
prolongada (VOLKOW, 2000). E fundamental a acdo dos neutréfilos para controle de
infeccdes, uma vez que estas células sdo responsaveis por iniciar e executar a
resposta inflamatoéria aguda (PAGANO et al, 2011). O risco de infeccdo por fungos é
inversamente proporcional a contagem de neutrofilos elevando-se quanto maior for o
periodo de duracdo da neutropenia (BELLESSO et al, 2010). Assim, as alteracfes
na imunidade mediada por células predispdem os individuos a infec¢Bes flungicas
(PAGANO et al. 2011).

Além dos neutréfilos, os mondcitos também sdo componentes do sistema de
defesa celular, e sua reducao esta relacionada com o desenvolvimento de infeccao
fungica. Os neutrdfilos juntamente com os mondcitos/macréfagos fagocitam os
propagulos fangicos na tentativa de eliminar a infeccdo (DVORAK et al, 2005;
GARCIA-VIDAL et al, 2008; BADDLEY et al, 2010; PAGANO et al, 2011).

Em pacientes com CaP, as infec¢cdes por fungos na prostata sdo pouco
diagnosticadas, diferente das infeccbes bacterianas. Contudo, as prostatites

fungicas podem causar sintomas no trato urinario inferior, com risco importante de



33

evolugdo para uma infeccdo sistémica, e nestes casos 0 paciente apresenta um
estado imunolégico comprometido pela doenga ou medicacéo instituida (GILBERT et
al, 2007).

A prostatite fungica é diagnosticada por meio de exame histolégico e cultura
de fluido e tecido da prostata. A prostatite granulomatosa causada por fungos esta
associada com as micoses sistémicas candidiase, criptococose, blastomicose,
coccidiodomicose, histoplasmose e paracoccidioidomicose (MEARES, 1997).

A infecc@o por espécies de Candida no epididimo ou na préstata é rara, mas
pode estar associada com diabetes e uso de cateteres urinérios (SECIL et al, 1998;
GIANNOPOULOS et al, 2001), podendo causar uma variedade de condi¢cdes
clinicas que incluem pielonefrite (MORRIS et al, 2002), uropatia obstrutiva (BELL et
al, 1993) e cistite (JACOBS et al, 1996).

O envolvimento de outras leveduras também foi relatado, como as do género
Cryptococcus e Trichosporon. De 1946 a 2005, houve 29 casos notificados de
envolvimento de espécies de Cryptococcus com a prOstata. Inicialmente, os casos
foram descobertos ao acaso apos a realizacdo de autopsia, mas em diagnosticos
posteriores foram observados pela cultura de urina, sangue, liquor ou tecidos da
prostata (SIDDIQUE et al, 2005). Contudo, varios relatos demonstram que a
glandula prostatica pode atuar como um érgao reservatorio desse fungo e potencial
fonte de reinfeccdo apods a conclusado da terapia (LARSEN et al, 1989; NDIMBIE et al,
1994). Ainda, infec¢Bes causadas por espécies de Trichosporon tem sido associado
com anormalidades do trato urinario ou cateteres, e em geral ndo evoluem para
doenca sistémica (ANAISSIE et al, 1992; GOKAHMETOGLUS et al, 2002).
Entretanto, Trichosporon spp. tem sido reconhecido como um patégeno oportunista
emergente para infeccdo invasiva em pacientes imunocomprometidos, como
aqueles portadores de cancer (TREVINO et al, 2014).

Um estudo de 51 pacientes com blastomicose sistémica verificou que 11
pacientes (22%) tiveram envolvimento geniturinario. Destes 11 pacientes, 10 (91%)
apresentaram infeccdo no epididimo e em oito (73%) a prostata infectada. No rim,
testiculos e prepucio, foram observadas apenas uma lesdo em cada (9%)
(EICKENBERG et al, 1975).

Em 1943, foi relatado o primeiro caso de coccidioidomicose no trato genital,
no qual foram identificados um total de 30 pacientes do sexo masculino com idade

média de 58 anos, que tinham coccidioidomicose do trato genital. Todos os
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pacientes apresentaram evidéncia histopatologica de inflamag&o granulomatosa com
esférulas fungicas, e o isolamento de fungos dimoérficos a partir das culturas de urina
ocorreu em 19 casos (63%). Os locais do trato genital acometidos foram o epididimo
em 18 casos, a prostata em 14 casos, e os testiculos em seis (SOHAIL et al, 2005).
Também ja foi observada a presenca de granulomas de Coccidioides immitis na
prostata e vesiculas seminais de um paciente com 54 anos, diagnosticado com
adenocarcinoma na prostata (NIKU et al, 1998). Outro caso ocorreu em um paciente
com 62 anos, também com diagnéstico de adenocarcinoma e com historico de
coccidioidomicose disseminada, para o qual foi tratado quatro anos antes do
diagnostico da neoplasia. Sem evidéncia de doenca ativa, foi observada a presenca
de C. immitis na préstata e linfonodos apds a realizacdo da prostatectomia
(LAWRENCE et al, 1999).

Em um estudo realizado por Yurkanin et al (2006), os autores afirmam que
pacientes com prostatite apresentam obstrucdo urinaria, alargamento da préstata,
sensibilidade e nodulos palpaveis, no qual revisaram 3676 relatos de infeccdo no
tecido da préstata, em um periodo de 10 anos, foi observado 44 (1,2%) casos de
prostatite por Coccidioides sp.

A histoplasmose, assim como a coccidioidomicose, também é causada por
um fungo dimoérfico e pode produzir desde infecgBes subclinicas a doenca
disseminada progressiva (BRADSHER, 1996). Em um caso relatado por Mawhorter
et al (2000), apresentou um paciente imunocompetente com uropatia obstrutiva, que
ao ser submetido a uma RTU foi diagnosticado com histoplasmose. O exame
histopatolégico mostrou granulomas necrosantes em todo o tecido da préstata e
presenca de células leveduriformes morfologicamente consistentes com Histoplasma
capsulatum.

A prostatite causada por Aspergillus, embora rara, € mais comum em
pacientes com imunodeficiéncias (BRUNNER, 1983). Hood et al (1998) relataram o
caso de um paciente com AIDS que apresentava obstrucdo do fluxo da bexiga e
prostatite grave. Nos achados fisicos a préstata apresentava aumento de tamanho,
sendo diagnosticado com aspergilose apos exame histolégico do tecido prostatico.
Os fatores predisponentes a essas condi¢cdes incluiram o uso prolongado de
antibidticos, diabetes mellitus, carcinoma do coOlon metastatico, o uso crénico de

esterdides e cateter vesical.
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Dependendo da espécie do fungo que acomete a préstata, os pacientes
podem apresentar manifestacdes clinicas diferentes, ou ainda serem assintoméaticos,
exigindo assim diferentes tratamentos. Em alguns casos assintomaticos, a prostatite
fungica localizada pode ser curada por remocdo da glandula infectada e as
infeccBes sintomaticas podem necessitar de prostatectomia e terapia antifingica
sistémica (YURKANIN et al, 2006).

Spolidorio et al (2003) afirma que apesar dos fungos possuirem a capacidade
de influenciar na severidade de alguns tipos de displasias, ndo ha evidéncias que
estes favorecam o desenvolvimento de tumores, tornando-se necessarios estudos
para explicar a participagdo dos fungos na severidade de doencas de base como
nas neoplasias. Contudo, sabe-se que estes microrganismos produzem fatores de

viruléncia, os quais os tornam mais adaptados a condicdo de patogeno.

2.3 FATORES DE VIRULENCIA DOS FUNGOS

Os fatores de viruléncia sdo os mecanismos que possibilitam a invasdo da
célula ou do tecido do hospedeiro, seguida por dano tecidual superficial ou profundo
(NAGLIK et al, 2003). As infeccbes fungicas, sobretudo as oportunistas, séo
geralmente graves, persistentes e recidivantes, em especial as causadas por
leveduras (SIDRIM; ROCHA, 2004). Estes processos infecciosos ocorrem
inicialmente apdés a ruptura do equilibrio parasita-hospedeiro (RIBEIRO, 2008),
potencializado pelos fatores de viruléncia.

A expressdo pelos microrganismos, apesar da determinacdo genética,
acontece quando estes sdo submetidos a determinadas condigdes ambientais, como
temperatura, teor nutricional e atmosfera de oxigénio. Essas condicfes sao
especificas para cada microrganismo e para cada isolado, variando também de
hospedeiro e mesmo entre os diferentes tecidos de um mesmo hospedeiro
(ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

Os fatores de viruléncia se apresentam de acordo com o tipo, local, estagio da
infeccdo e a natureza da resposta imune do hospedeiro; sendo os principais a
capacidade de aderéncia a diferentes mucosas e epitélios; dimorfismo, o qual

consiste na producdo de estruturas filamentosas que facilitam a invaséo tissular;
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alteracéo fenotipica; formacgéo de biofilme e producdo de enzimas extracelulares e
toxinas (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; MOHANDAS; BALLAL, 2011).

2.3.1 Aderéncia

As etapas de viruléncia, que observamos para o desenvolvimento de uma
infeccdo, nem sempre sao apresentadas em sua totalidade por um microrganismo;
entretanto, o contato entre o patdgeno e a superficie do hospedeiro é a etapa inicial
do processo infeccioso (RIBEIRO et al, 2004; SILVA et al, 2011). Para que ocorra
essa adesdo, € necessaria a presenca de receptores especificos na membrana
citoplasmatica para a fixacdo e penetracdo intracelular do fungo (MAGDALENA,
PERRONE, 2001).

A adesdo as superficies celulares do hospedeiro também é influenciada por
outros fatores, como a formagé&o de tubo germinativo, variagdes na temperatura, pH,
disponibilidade de carboidratos, producéo de proteases, fosfolipases e de outras
enzimas extracelulares (VIDOTTO et al, 2003). Segundo Ribeiro et al (2004), o
desenvolvimento de micélio por espécies de leveduras dificultam a ac¢do fagocitaria
pelo sistema imune, favorecendo as infec¢bes fungicas uma vez que o formato
micelial propicia maior aderéncia e o tamanho dificulta a fagocitose.

De acordo com Silva (2012), dentre os fatores predisponentes a infeccao
fungica do trato urinério, destaca-se a utilizacdo abusiva de antibi6tico, sondagem
vesical e medicamentos imussopressores. A maneira mais comum de proliferacédo
do fungo é de modo ascendente, facilitando com que este patdbgeno acometa outras
areas, infectando posteriormente a bexiga, via uretra, indo em seguida para o rim
ocasionando pielonefrite e, por fim, levando a um quadro mais grave, a fungemia,
gue se nao for tratada, pode levar a 6bito.

Entretanto, os mecanismos utilizados pelos fungos para promover a aderéncia
a diversos tipos ou superficies celulares ainda ndo foram completamente elucidados,
sabe-se que é obtida pela combinacdo de mecanismos especificos, caracterizados
pela interagdo ligante receptor e ndo especificos, que estdo relacionados com a
agregacao, hidrofobicidade da superficie celular e interagbes eletrostaticas
(MANFREDI et al, 2006).
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As biomoléculas que facilitam a aderéncia do fungo as células ou ligantes do
hospedeiro, s&o geralmente as adesinas (MANFREDI et al, 2006). E a
hidrofobicidade é referente as caracteristicas estruturais da superficie da parede
celular. Fungos que séo capazes de regular essa hidrofobicidade, possuem a
habilidade de alterar a conformacéo das fibrilas manoprotéicas (MASUOKA; HAZEN,
1997), favorecendo a aderéncia dos patdgenos as superficies poliméricas inertes,
como cateteres, proteses e valvulas, mas a expressao desta caracteristica pode ser
influenciada de acordo com as condicfes de crescimento, inclusive de acordo com a
presenca de compostos do proprio hospedeiro (GALLARDO-MORENO et al, 2003,
BRANDAO et al, 2018).

Para Ribeiro (2008) o mecanismo de aderéncia € complexo, e também
envolve glicoproteinas, proteinas do tipo lectinas que possuem a capacidade de
reconhecer varios tipos de acgucares e receptores para a fracdo C3b do sistema
complemento. Por parte do hospedeiro, receptores celulares para as adesinas de
fungos como: fibrina, fibronectina e laminina, auxiliam na colonizagcdo da matriz
extracelular.

Devido & complexidade dos mecanismos envolvidos na adesao entre a célula
fungica e o hospedeiro, torna-se dificii o conhecimento de todas as etapas
envolvidas nesse processo. Contudo, essa compreensdo seria favoravel para a
procura de um alvo mais especifico do patégeno, podendo conduzir para uma
terapéutica antifingica mais eficaz, com reducdo dos efeitos colaterais e da
resisténcia dos fungos (ESQUENAZI et al, 2003).

2.3.2 Biofilme

A capacidade de varios isolados de se aderirem a superficies inertes ou vivas
e se organizarem em comunidades microbianas com metabolismo particular e
circundado por uma matriz extracelular compondo um biofilme é um aspecto relativo
a viruléncia dos fungos. Nesta organizagéo, as ceélulas fungicas se apresentam mais
resistentes a farmacos e podem representar fontes persistentes de infecgcéo
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; RAJENDRAN, 2013).

Os biofilmes microbianos sdo descritos como comunidades de

microrganismos aderidas irreversivelmente a uma superficie, produzindo uma
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substancia polimérica extracelular e que apresentam um estado metabolico diferente
ao do crescimento planctdnico, principalmente com relacdo a transcricdo e
interacbes entre as células (LINDSAY; HOLY, 2008). As vantagens dos
microrganismos se estruturarem constituem na maior capacidade de absorcéo de
nutrientes, auxiliando no crescimento mais ordenado da comunidade e maior
protecdo contra desidratacdo, radiacdes UV, fagocitose, e resisténcia a
antimicrobianos (SUZUKI, 2009).

O crescimento desta estrutura pode ser observado em trés fases. Na fase
inicial, as células plancténicas associam-se ao substrato, formando uma interacéo
hidrofébica e eletrostatica que associada a outros fatores biolégicos geram uma
aderéncia a superficie do substrato. Na fase intermediaria a multiplicacdo das
microcolénias permitem o inicio da sintese da matriz extracelular. Com a formacao
do biofilme ocorre o desenvolvimento de mecanismos de comunicagao intercelular
que resultam em expressao diferencial de genes. Na fase madura, o biofilme recém-
formado é constituido de uma transicédo de estruturas fungicas, enredado pela matriz
extracelular polimérica, originando crescimento tridimensional (MUKHERJEE et al,
2005).

Em um biofilme maduro, as células mais proximas da superficie se tornam
inativas e posteriormente morrem por falta de nutrientes, diminuicdo do pH,
diminuicdo da concentracdo de oxigénio e aumento de produtos toxicos resultantes
no metabolismo celular. Entdo ocorre o crescimento primario, a maturacdo e o
envelhecimento de um biofilme regulado através da expressdo de genes, que
dependem da transmisséo de sinais entre as células (LA TOURETTE et al, 2003;
CARDOSO, 2004). A matriz do biofilme possui conexdes que possibilitam a
circulacdo de nutrientes no interior do biofilme (DORLAN; COSTERTON, 2002). A
sinalizacdo célula a célula, especialmente o quorum sensing que equivale a um
processo de comunicacdo intra e interespécies microbianas € importante para a
formacdo de biofilmes microbianos. Esta ligacdo através de auto-reguladores
impossibilita o crescimento populacional desnecessario e controla a competicdo por
nutrientes e tem implicagcdes fundamentais no processo infeccioso, principalmente
para disseminacdo e estabelecimento de sitios de infec¢coes (DORLAN, 2002;
RAMAGE, 2005).

Segundo Mohandas, Ballal (2011) a formacdo de biofiime é um mecanismo

natural, usado por microrganismos para sobreviver em ambientes hostis, colonizar e
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se estabelecer em um novo ambiente, proporcionando prote¢cado contra componentes
do ambiente, disponibilidade de nutrientes, cooperacdo metabdlica e troca de
material genético. As condicOes ideais para a formacdo de biofilme incluem
temperatura de 25 - 37 °C, pH neutro e tensdo de CO2 no ambiente. Contudo, sob
condicbes de baixa tensdo de oxigénio, observa-se a presenca de células
planctonicas, devido a diferenca dessa condi¢cdo no seu habitat natural (RAVI et al,
2009).

O desenvolvimento do biofilme por fungos tem sido descrito como uma
estratégia relacionada a infeccdo crénica, como um resultado de resisténcia
adquirida aos mecanismos do sistema imunolégico do hospedeiro e a terapia
antifangica (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006). Os mecanismos responsaveis pela
resisténcia a antifingicos também podem estar associados a fatores como
limitagcbes difusionais dos antimicrobianos pela matriz extracelular, mudancas
fenotipicas das células no biofiime e ainda com a formagdo de mecanismos de
resisténcia por alteracdo do gendtipo das células, com expressdo de genes que
codificam bombas de efluxo (CHANDRA et al, 2001; CARDOSO, 2004).

De acordo com Kojic, Darouiche (2004) a variabilidade na producéo de
biofiime entre cepas fangicas da mesma espécie podem apresentar resultados
diferentes, da mesma maneira que as leveduras exibem ampla diversidade
fenotipica, a qual pode estar relacionada a patogenicidade e/ou viruléncia. Além
disso, o tratamento das infec¢des associadas a biofilme pode ser dificil e oneroso,
demonstrando a importancia do uso de uma metodologia bem estabelecida e de um
diagndstico precoce e eficaz, a fim de anteceder sua formacao.

2.3.3 Lectinas

As lectinas caracterizam um grupo heterogéneo de proteinas ou
glicoproteinas ubiquas, observadas em varias espécies de vegetais, algas, animais
e microrganismos. A depender da origem, podem apresentar padroes distintos de
ligacdo a carboidratos. Comumente, as lectinas de algas possuem massa molecular
menor que a maioria das lectinas de plantas e ndo demonstram afinidade por
acucares simples, ligando-se mais especificamente a oligossacarideos,

especialmente glicoproteinas (KOMATH et al, 2006).
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Tanto as lectinas de origem animal quanto as de origem vegetais tém sido
bastante utilizadas como ferramentas bioquimicas em pesquisas biotecnoldgicas e
biomédicas (LIS; SHARON, 1998; TEIXEIRA et al, 2007). Essas moléculas
apresentam varias atividades biologicas e sao utilizadas amplamente como
marcadores celulares especificos, reconhecendo inclusive alteragbes nos padrbes
de expressdo de glicoproteinas associadas a maturacdo celular e processos
patolégicos (AMBROSI et al, 2005).

O fenbmeno de reconhecimento proteina-carboidrato estad relacionado a
varios eventos celulares, principalmente na interface parasita-hospedeiro e no
controle do crescimento, sinalizacdo e motilidade das células (RUDIGER et al, 1998).
Esse fenbmeno € um evento de processos biolégicos naturais, sendo considerado a
primeira etapa de uma variedade de interacdes célula-célula, como fertilizacao,
embriogénese, migracdo celular, defesa imunologica e infeccdo microbiana
(ESQUENAZI et al, 2003).

O reconhecimento especifico entre patégenos fangicos e células do
hospedeiro pode ocorrer pela ligacdo de proteinas a carboidratos, como as lectinas,
presentes na superficie de uma das células e que possuira complementaridade com
acucares na superficie da outra célula (ESQUENAZI et al, 2003). A relacdo de
reconhecimento é suportada por modelos de estudos que demonstram moléculas
receptoras na interface fungo-hospedeiro (MENDES-GIANNINI et al, 2000).

A parede celular fungica € uma estrutura complexa e dinamica de varias
camadas, esta localizada na parte externa da membrana plasmatica, e possui a
funcdo de manter a forma vegetativa do fungo. Além disso, auxilia na interacédo
inicial entre o microrganismo e o0 ambiente, age como barreira permeavel, com
funcdes nutricionais e conferindo protecdo ao protoplasma contra injarias fisicas ou
osméticas (LOPEZ-RIBOT et al, 2004).

A ligacdo lectina-carboidrato ocorre através de uma por¢cdo limitada da
molécula protéica. E o segmento chamado de Dominio de Reconhecimento de
Carboidrato ou CRD (Carbohydrate-Recognition Domain) que compreende um
dominio globular com uma elevada conservacdo de residuos de aminoacidos. Os
carboidratos interagem com lectinas através de ligacbes de hidrogénio, devido ao
elevado numero de hidroxilas nos agucares disponiveis, que atuam como doadores

ou receptores de hidrogénio. Também participam da interagdo lectina-carboidrato,
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interacdes hidrofébicas e forcas de Van Der Walls (ELGAVISH; SHANNAN, 1997;
LORIS et al, 1998; SANTOS, 2001).

Segundo Lopez-Ribot et al. (2004) a parede celular de leveduras € composta
basicamente (80 a 90%) por carboidratos: manano ou polimeros de manose
covalentemente associados a proteinas, dando origem as glicoproteinas, também
denominadas de mananoproteinas; B-glicanos, polimeros ramificados de glicose que
apresentam ligacdes B -1,3 e B -1,6 e quitina, um homopolimero nao-ramificado de
N-acetil-D-glicosamina que possui ligacdes 3 -1,4.

A composigcdo quantitativa e qualitativa dos glicoconjugados das superficies
das membranas celulares € importante para o desenvolvimento e evoluc¢ao de varias
doencas (TAKANO et al, 2000; YU et al, 2001). De acordo com Jabra-Rizk et al
(2001) os glicoconjugados podem ter um papel importante no reconhecimento de
moléculas receptoras na célula do hospedeiro, permitindo que ocorra infeccao,
atravées da adesdo inicial, além de favorecer a formacéo de biofilmes.

2.4 DIAGNOSTICO MICOLOGICO

O diagnéstico das infec¢des fungicas é realizado através de observacdes
clinicas e laboratoriais. Nas micoses, as caracteristicas clinicas na maioria das
vezes ndo sdo especificas, sendo semelhantes as causadas por diversos patégenos
diferentes, como bactérias e virus. Nestes casos, o0 diagndéstico € realizado
basicamente pelos resultados da investigagéo laboratorial (KAUFFMAN, 2011).

O diagnéstico laboratorial de micoses consiste no exame direto da amostra
clinica infectada por meio de analise microscépica, no isolamento do patégeno apés
crescimento em meios de cultura para avaliacdo das caracteristicas morfologicas da
colénia, em testes imunoldgicas de reacdo antigeno-anticorpo e através de provas
bioguimicas como as de assimilacdo de acucares (KAUFFMAN, 2011; OLIVEIRA,
2014).

O exame direto nos casos de infeccdo fangica, possibilita a observagdo de
estruturas fungicas, fornecendo um diagndstico presuntivo rapido (BARNES; MARR,
2006; AQUINO et al, 2007; ROSA, 2008; WHEAT, 2009). Esse método pode ser
realizado a partir de preparacbes das amostras clinicas com ou sem adicdo de
hidroxido de potassio (MCCLENNY, 2005; HOPE et al, 2005; ALEXANDER,;
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PFALLER, 2006). Entretanto, a ndo visualizacao de estruturas fungicas nao excluem
uma possivel infecgdo (PALACIO et al, 2003; ALEXANDER; PFALLER, 2006). Uma
desvantagem € a incapacidade de distincdo entre diferentes espécies de fungos
patogénicos, 0 que ressalta a importancia do isolamento em meio de cultura para a
identificacdo do agente etioldgico (MCCLENNY, 2005; ALEXANDER; PFALLER,
2006; CHAMILOS; KONTOYIANNIS, 2006; WHEAT, 2009; O'GORMAN, 2011).

A escolha do meio de cultura é realizada dependendo do tipo de amostra, da
suspeita clinica ou das estruturas observadas no exame microscopico direto
(ANVISA, 2013). E recomendado que a cultura seja realizada em duas placas, e
incubadas a temperatura de 25 — 30 °C e de 35 — 37 °C, quando houver suspeita de
fungo dimdrfico, para permitir o crescimento da fase leveduriforme (SIDRIM; ROCHA,
2004). A identificacdo dos fungos € realizada através da analise da morfologia da
colénia e aspectos microscopicos. Na analise da colénia deve ser observada a cor,
textura, superficie, pigmento difusivel no meio, velocidade de crescimento entre
outras caracteristicas. Na analise microscopica devem ser observadas a presenca e
caracteristicas de estruturas como, células de leveduras, hifas, esporos, que em
geral, sdo suficientes para identificacdo do género, mas nem sempre das espécies.
Sendo muitas vezes necessario 0 uso de provas bioquimicas ou mesmo técnicas
moleculares (GALES et al; 1999; ANVISA, 2013).

Na identificacdo de fungos, a Espectrometria de Massa por Tempo de Voo -
lonizacdo/Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF MS), constitui um
método rapido, eficaz e preciso, que tem sido bastante utilizado nos ultimos anos
(BILLE et al, 2012; POSTERARO et al, 2013). O principio do MALDI-TOF MS esta
de acordo com a rapida foto-volatilizacdo e ionizacdo da amostra biolégica em uma
matriz (acido organico) apds o bombardeio por um laser de radiacdo ultravioleta
(UV), sendo em seguida gerada uma andlise da amostra ionizada, com base na
relacdo massa/carga (m/z) do espectro de massa (MS) ap0s seu percurso hum tubo
de “voo”. Essa técnica avalia o contetdo proteico de células do microrganismo por
meio de um espectro, considerado como uma impressao digital especifica. O
microrganismo € identificado por comparagcdo entre o espectro gerado e um banco
de dados de espectros de referéncia (BDER) (PATEL, 2013).

No diagndstico, outro método que constitui uma perspectiva para aplicacao
em laboratérios clinicos e com maior poder de detecgdo que a cultura, sdo os

métodos moleculares. Esses métodos realizam analises de regibes do genoma
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fungico e diretamente de amostras clinicas (DEL NEGRO, 2008; SIDRIM et al, 2010).
A técnica molecular mais utilizada é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
ferramenta capaz de amplificar sequéncias de DNA, por acdo da enzima DNA
polimerase (WHITE et al, 2009).

Devido ao alto poder de morbidade e mortalidade por micoses sistémicas, o
diagnostico rapido e especifico é fundamental para melhorar o prognéstico dos
pacientes, através do uso de uma terapia antifingica especifica, diminuindo a

utilizacao desnecessaria de antifungicos toxicos (XAVIER et al, 2008).

2.5 TRATAMENTO ANTIFUNGICO

A terapia antifungica inclui farmacos, que podem possuir acdo fungicida ou
fungistética, agindo de forma direta sobre os agentes das micoses; e avaliacdo
comportamental e ambiental, na qual sdo realizadas mudancas de habitos e adesdo
de condutas que reduzam o contato, a exposi¢do e a vulnerabilidade aos fungos
patogénicos (GUPTA et al, 2002).

Os principais grupos de antifangicos utilizados na pratica clinica no controle
de infeccbes sistémicas sdo o0s poliénicos, representados basicamente pela
anfotericina B e formulacdes lipidicas; os triazolicos, sendo representados em
especial pelo fluconazol e voriconazol; e as equinocandinas, gque possui como
representantes a caspofungina, anidulafungina e micafungina (PAPPAS et al, 2009).

Como consequéncia da similaridade bioquimica e fisioldgica entre as células
fungicas e humanas, os tipos de antifingicos disponiveis no mercado para
tratamento de micoses tornam-se bastante limitados. A maior parte dos agentes
antifingicos, como a anfotericina B e os derivados azélicos, possuem como alvo a
sintese do ergosterol que € um esterol da membrana celular fangica, semelhante ao
colesterol presente na célula humana (ODDS et al, 2003).

O desenvolvimento de novos farmacos para terapia antifiungica tem alterado o
tratamento das micoses invasivas, possibilitando o uso de medicamentos mais
eficientes e com menos efeitos colaterais, considerando a espécie envolvida e o
perfil de susceptibilidade as drogas. Sendo assim, torna-se fundamental para a

pratica clinica, a compreensdo dos mecanismos de acdo, do perfil de
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susceptibilidade e dos mecanismos de resisténcia aos diferentes antifUngicos
(CUENCA-ESTRELLA, 2010).

2.5.1 Sensibilidade

O estudo da susceptibilidade antifungica pode ser utilizado para desenvolver
novos farmacos, para pesquisas epidemioldgicas, para definir novos esquemas
terapéuticos para o combate das infeccbes causadas por microrganismos
patogénicos, em especial as de etiologias fungicas. Alguns fungos nao respondem
adequadamente as terapias consideradas de escolha e podem necessitar do uso de
novos compostos com atividade antifungica, pois o uso abusivo das drogas classicas
induz o desenvolvimento de resisténcia e aumento no grau de toxicidade (REX et al,
2001; WALSH et al, 2008; PFALLER et al, 2010).

De acordo com Krcmery, Barnes (2002) as cepas de Candida albicans séo
mais invasivas e virulentas do que algumas espécies de Candida nédo- C. albicans,
entretanto estas apresentam menor sensibilidade aos antifGngicos comuns. Fato
este de relevancia, pois Bonfietti et al. (2012) observaram um aumento na incidéncia
de espécies Candida ndo- C. albicans na etiologia da candidemia.

Para Galban, Mariscal (2006) o maior indice de isolamento de C. parapsilosis
no Brasil e em outros paises se deve a utilizacdo do fluconazol de forma empirica e
em terapias profilaticas. Além disso, Lin et al. (2005) demonstraram que o
tratamento prolongado com estes agentes podem promover uma pressao seletiva
sobre as populacdes de leveduras.

A maioria dos relatos de resisténcia das leveduras estdo associados ao
fluconazol, observados em cepas isoladas de pacientes com AIDS ou de pacientes
gue foram tratados anteriormente com antifangicos azélicos (GALBAN; MARISCAL,
2006; PFALLER et al, 2010). Em relacdo a resisténcia as equinocandinas, raros
casos sado observados, mas, podem ocorrer durante a terapia antifungica
(WIEDERHOLD, 2007). Uma caracteristica positiva € que os efeitos adversos sao
menos frequentes do que com a anfotericina B, por atuarem em estruturas
estritamente fungicas, e a interacdo com outros medicamentos se torna menor

guando comparada entre agentes azolicos (PAPPAS et al, 2009).
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Foi publicado em 1997, um método de referéncia (M27-A) para ensaios de
diluicho em caldo proposto pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
utilizado na determinacdo da susceptibilidade as drogas antifingicas para Candida
spp. e Cryptococcus neoformans (CLSI, 1997). No ano 2002, foram publicados
novos documentos o M27-A2 e M27-S2 que abordam a sobre selecao e preparacao
dos agentes antifungicos, da interpretacdo dos resultados, além da implementacdo
de testes para controle de qualidade (CLSI, 2002a e 2002b). Em 2008, novas
versodes foram publicadas (M27-A3 e M27-S3), acrescentando pontos de corte para
as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina) e para o
voriconazol (CLSI, 2008).

O parametro utilizado na avaliacdo da susceptibilidade aos farmacos
antifngicos € baseado na concentracdo inibitoria minima (CIM) (CUENCA-
ESTRELLA; RODRIGUEZTUDELA, 2002), que € considerada a menor concentracao
da droga capaz de inibir o crescimento fungico no teste de susceptibilidade por
diluicdo em agar ou caldo (CLSI, 2002).

A sensibilidade in vitro pode nado predizer o sucesso da terapia, mas a
possibilidade de um farmaco ou sua concentracao falharem é observado quando
uma cepa € resistente. Contudo, varios fatores podem influenciar no tratamento: a
farmacocinética e a farmacodindmica do medicamento em questdo, o grau de
debilidade do paciente, o potencial de viruléncia do fungo e a acessibilidade do

farmaco ao local de infeccao (TAPIA et al, 2003).

2.5.1.1 Poliénos

Os poliénicos fazem parte de uma classe de antifungicos naturais que séo
produzidos por espécies de Streptomyces, tendo como representantes a anfotericina
B e a nistatina. Por possuir um amplo espectro de acdo (leveduras, fungos
filamentosos e fungos dimorficos) e devido a sua atividade fungicida, a anfotericina B
ainda é considerada o antifungico de primeira escolha para o tratamento de grande
parte das infec¢des fangicas invasivas em pacientes hospitalizados (WALSH et al,
2008; PAPPAS et al, 2009). A anfotericina B atua de maneira irreversivel ao se ligar
no ergosterol da membrana citoplasmatica dos fungos, resultando na formacéo de

poros, levando a alteragfes da permeabilidade celular que proporciona a perda de
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ions (em especial, potassio e metabdlitos) e, posteriormente, a lise da célula fungica
(ODDS et al, 2003).

A presenca de resisténcia secundaria a anfotericina B continua sendo pouco
frequente (DA MATTA et al, 2007; PFALLER; DIEKEMA, 2007; PFALLER et al,
2010). Entretanto, h& relatos de casos de resisténcia a terapia com anfotericina B
(NOLTE et al, 1997; KROGH-MADSEN et al, 2006). Pfaller et al (2002) avaliaram
cepas de Candida obtidas de pacientes na América do Norte e observaram que C.
albicans foi suscetivel a anfotericina B, com uma concentracdo minima de 90% de
inibicdo (CIM90) de 1,0 mg/mL, no entanto as outras espécies apresentaram
resisténcia, C. glabrata (4,0 mg/mL), C. parapsilosis (4,0 mg/mL) e C. krusei (8,0
mg/mL). Segundo Sanglard (2002) o mecanismo de resisténcia a anfotericina B
pode ocorrer devido a uma alteracdo na constituicdo dos lipidios na membrana
celular do fungo, quando séo formados no lugar do ergosterol.

No Brasil, Antunes et al (2004) avaliaram a suscetibilidade de 120 isolados,
obtidos de pacientes com candidemia e todos foram considerados sensiveis a
anfotericina B (CIMs < 1ug/mL). Colombo et al. (2006) avaliaram um total de 712
isolados agentes de candidemias, e ndo observaram nenhum achado de resisténcia
a anfotericina B.

Mesmo sendo considerada um antifingico com atividade de amplo espectro,
a anfotericina B apresenta alta toxicidade para o paciente, isso ocorre devido a
semelhanca bioquimica entre o ergosterol e o colesterol, permitindo a estes
farmacos agirem eventualmente também nas células do hospedeiro. A
nefrotoxicidade é considerada o principal efeito colateral resultante do uso deste
farmaco, pois essa droga é diretamente toxica as células que costituem os tabulos
dos néfrons, sendo entdo um fator limitante na sua utilizacdo clinica (MOHR et al,
2005; PASQUALOTTO, 2008; PAPPAS et al, 2009). Com o intuito de minimizar a
toxicidade da formulagdo convencional da anfotericina B (desoxicolato), varias
formulacdes lipidicas deste composto (lipossomal, complexo lipidico, disperséo
coloidal, intralipidica e conjugada) estdo atualmente disponiveis, e apresentam uma
menor toxicidade quando comparadas a anfotericina B convencional (BOWDEN et al,
2002; WINGARD, 2002; PFALLER et al, 2010).

A anfotericina B possui baixa absor¢do quando administrada por via oral, por
isso esta via é usada apenas para o tratamento de infec¢gBes fungicas do trato

gastrointestinal superior. Também apresenta eficacia quando usada de forma topica,
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mas para as infecgbes sistémicas é recomendada a administragdo por via
intravenosa com injecao de maneira lenta, o que permite a formacao de complexos
com lipossomas ou com outras preparacdes contendo lipideos. Isto auxilia na
farmacocinética, além de reduzir consideravelmente os efeitos secundarios (RANG
et al, 2003).

2.5.1.2 Azdlicos

Os derivados azolicos sdo antifungicos sintéticos, sendo considerado a maior
classe de agentes antifungicos, apresentam em geral acdo fungistatica. Seu
mecanismo de acdo ocorre pela inibicdo da atividade da enzima lanosterol-14a-
desmetilase (codificada pelo gene Ergll), que € responsavel pela conversdo do
lanosterol em ergosterol, um componente fundamental para a integridade da
membrana celular das células fungicas (ODDS et al, 2003).

Este esterol de membrana € indispenséavel para a manutencéo da vida celular,
pois a diminuicdo da sua concentracdo, associada ao acumulo de esterois metilados,
modifica a fluidez da membrana, fazendo com que ocorra alteracdes de
permeabilidade seletiva e das atividades metabdlicas, impossibilitando o
crescimento celular (LUNA et al, 2000; ZAOUTIS et al, 2005). Quanto maior a
reducdo deste esterol maior a capacidade antifungica deste farmaco (LUNA et al,
2000; ZAOUTIS et al, 2005; CHEN; SORRELL, 2007; CANNON et al, 2009).

Os azdis disponiveis sdo divididos em dois grupos imidazéis e triazois. Os
imidazéis sdo formados por farmacos como cetoconazol, miconazol e clotrimazol,
enquanto os triazbis sdo representados pelo itraconazol, voriconazol, fluconazol e
posaconazol. Os triazéis sdo mais relacionados a enzima lanosterol-14a-desmetilase
da célula fungica, possuindo pouca interferéncia nas células de mamiferos, o que
resulta na diminuicdo dos efeitos colaterais. Devido a esta caracteristica, 0s
imidazois sdo usados com maior frequéncia para o tratamento de micoses
superficiais, enquanto que os triazéis podem ser utilizados tanto em infeccbes
fungicas superficiais quanto em infec¢des fungicas sistémicas e invasivas (CHEN;
SORRELL, 2007; PAPPAS et al, 2009).

S&o conhecidos trés mecanismos de resisténcia aos azélicos. O primeiro esta

bY

relacionado a diminuicdo do acumulo intracelular da droga devido a utilizacdo
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reduzida deste agente antifingico ou do aumento da eliminac&o do farmaco devido a
acdo de produtos de genes de resisténcia aos antifingicos; o segundo mecanismo
pode ocorrer pela alteracdo estrutural da enzima l1l4a-desmetilase, resultando na
reducado da sua ligacdo aos azélicos; e o terceiro atua na sintese aumentada de 14a-
desmetilase, por meio da amplificacdo do gene Ergll (transformacdo de lanosterol
em ergosterol ndo é impedida totalmente quando sob a acdo do derivado azélico)
(NENOFF et al, 1999; HEILMANN et al, 2010).

Segundo Cannon et al. (2009) o uso indiscriminado e em doses subclinicas
de fluconazol provocou uma selegcédo de cepas mais resistentes a este farmaco, além
disso, tem sido relatado uma maior participacdo em infeccbes por espécies
naturalmente resistentes ao fluconazol, como C. krusei, restringindo assim o0 uso
clinico deste farmaco. No entanto, Chen e Sorrell (2007) afirmam que no tratamento
de candidiase, ocasionada por outras espécies e na criptococose, o fluconazol se
destaca pelas suas caracteristicas de alta biodisponibilidade, por possuir varias vias
de administracdo e pela boa acdo antifungica, sendo inclusive utilizado em

esquemas profilaticos em pacientes imunocomprometidos.
2.5.1.3 Equinocandinas

As equinocandinas séo lipopeptideos semissintéticos, apresentando estrutura
quimica de hexapeptideos ciclicos ligados a uma cadeia lateral de acido graxo. Trés
drogas estdo incluidas nesse grupo a anidulafungina, caspofungina e micafungina.
Destas, a primeira liberada para uso clinico foi a caspofungina, comercialmente
conhecida com Cancidas®. Diferentemente da anfotericina B e dos azélicos, as
equinocandinas possuem como alvo a parede celular fungicas (DERESINSKI,
STEVENS, 2003; ESTES et al, 2009). As equinocandinas agem in vitro em diversas
leveduras e fungos filamentosos, mas possuem atividade relevante apenas para
espécies de Candida e Aspergillus em infeccBes experimentais, sendo apenas
fungistética para os fungos do género Aspergillus (ESPINEL-INGROFF, 1998;
DIAKEMA et al, 2002; MORACE et al, 2005).

E uma classe de farmacos cujo mecanismo de agido consiste na capacidade
de interferir na sintese da parede celular do patogeno, inibindo a 3-(1,3)-glucana
sintase e impedindo a sintese de glucanas. O bloqueio da producdo de glucanas

acarreta no desequilibrio osmotico, interferindo assim na viabilidade da célula
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fungica (MARTINEZ, 2006). Essa inibicdo da sintese de glucanas também resulta
em efeitos secundéarios sobre outros componentes da célula, como diminuicdo de
lanosterol e ergosterol e elevacdo das concentracfes de quitina (DOUGLAS et al,
1997).

Estes farmacos se ligam as proteinas plasmaticas, permitindo uma boa
distribuicdo no organismo e apresentando poucos efeitos colaterais. A presenca de
efeitos adversos € menor quando comparada com os causados pela anfotericina B e
possui menor interacdo medicamentosa do que os derivados azélicos. Entretando,
por apresentar administragdo exclusivamente endovenosa e um restrito espectro de
acdo, o seu uso clinico é limitado (DENNING, 2003).

A resisténcia as equinocandinas € rara, pois estas sdo menos téxicas do que
0s outros antifungicos sistémicos. O mecanismo de resisténcia dos patdgenos a
estes agentes antifingicos pode ser resultante de um aumento na sintese da
proteina Shep do complexo de Golgi, controlada pelo gene GAL1, que regula os
mecanismos de transporte de componentes celulares para a parede celular dos
fungos (PARK et al, 2005).

Para Garcia-Effron et al (2009) as mutacdes e substituicdes de aminoacidos
nas regides (FKS1 e FKS2) do gene FKS, responsavel por codificar a glucano-
sintetase, geram resisténcia as trés equinocandinas, resultando em fracassos
terapéuticos. Espécies dos géneros Cryptococcus, Fusarium entre outras,
especialmente as pertencentes aos filos Basidiomycota e Zygomycota, apresentam
resisténcia intrinseca as equinocandinas por possuirem 1,6-B-glucana em sua
parede celular. De acordo com Gomez-Lopez et al. (2008), Candida parapsilosis
stricto sensu também é menos susceptivel as equinocandinas, principalmente a

caspofungina, do que as espécies C. orthopsilosis e C. metapsilosis.
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3 ANALISE DOS RESULTADOS
3.1 COLETA, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO FUNGICA

Foram realizadas coletas em 200 pacientes, sendo 154 a partir de bidpsias
transretais, 21 através de RTU e 25 por PTR. Destes pacientes, 27 usavam sonda e
173 nao utilizavam no momento da coleta. A faixa etaria dos pacientes variou de 49
a 94 anos de idade, dentre estes, 29 se consideravam brancos, 159 se
consideravam pardos e 12 se consideravam negros.

Assim como em outros canceres, a idade € considerada um importante
marcador de risco, uma vez que a incidéncia e a mortalidade aumentam
significativamente apds os 50 anos. Este fator de risco € o Unico bem estabelecido
para o CaP, sendo geralmente diagnosticados entre a sexta e oitava década de vida,
apresentando raramente casos abaixo dos 40 anos (NAKASHIMA et al., 2011).
Outras pesquisas afirmam que a etnia esté relacionada ao desenvolvimento do CaP,
pois esse tipo de cancer é cerca de 1,6 vezes mais frequente em homens negros
americanos em comparacdo aos homens brancos, demostrando que aqueles séo
desproporcionalmente afetados (RHODEN, 2010).

Apés andlise das amostras clinicas, foi observada a presenca de prostatite
fungica em dois desses pacientes. O primeiro paciente, 61 anos de idade, pardo,
residente em Recife/ PE, foi atendido no ambulatério do setor de urologia do
Hospital de Cancer de Pernambuco, nos exames laboratoriais apresentou o0s
parametros hematologicos dentro da normalidade, coagulograma normal, sumario
de urina sem alteragcfes e cultura de urina negativa, uréia= 31,0 mg/dL, creatinina=
0,8 mg/dL, glicose= 98,0 mg/dL, parecer cardiolégico sem alteracdes, no exame de
toque retal apresentou prostata de aspecto fibroelastico, com volume de 30 g e
presenca de nodulos em lobulo direito, PSA total= 16,32 ng/mL, PSA livre= 1,1
ng/mL e relagdo PSA livre/ PSA total= 6,7%, sendo indicado para realizagdo de
bidpsia prostatica.

Antes da biopsia, foi coletada com auxilio de um swab uma amostra do reto
do paciente e o primeiro e segundo fragmento da préstata foram extraidos do terco
meédio direito para analise micologica, os demais foram encaminhados para analise
histopatolégica. O paciente retornou ao ambulatorio para avaliacdo dos resultados,

apresentando na andlise histopatoldgica da prostata, base direita sem alteracdes
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significativas, base esquerda sem alteracdes significativas, terco médio direito com
presenca de prostatite crénica, terco médio esquerdo sem alteragbes significativas,
apice direito com presenca de adenocarcinoma bem diferenciado (padréo 3/3 escore
6 de Gleason) em um dos fragmentos examinados e apice esquerdo sem alteracbes
significativas.

No diagndstico micolégico das amostras do reto e da prostata, foi evidenciado
na microscopia direta, hifas artrosporadas e hialinas, e em cultura foi observado o
crescimento de coldnias cremosas, branco — amareladas, com superficie lisa
inicialmente, tornando-se posteriormente rugosa e cerebriforme. Na analise
bioquimica, foi avaliada a capacidade de hidrolisar uréia, sendo os dois isolados
positivos (Figura 1). Na analise filogenética as sequéncias agruparam-se com outras
sequéncias de referéncia de Trichosporon inkin e no teste de similaridade genética
os isolados apresentaram 0 mesmo padrdo de bandas, confirmando que
correspondem a mesma cepa (Figura 2 e 3). Os isolados apresentaram resisténcia
in vitro a caspofungina, micafungina e anidulafungina (CIM = 16 pug/mL) e
sensibilidade ao fluconazol (2 ug/mL) e a anfotericina B (0,5 ug/mL). Devido a esta
comorbidade, foi indicada a realizacdo de uma PTR, ndo sendo portanto, necessaria

a administracdo de antifangico sistémico.

FIGURA 1: Teste da urease. A: Controle negativo. B: Reagéo positiva do Trichosporon inkin (URM
7551). C: Reacdo positiva do Trichosporon inkin (URM 7552).
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FIGURA 2: Filograma obtido a partir de analises de sequéncias da regidao LSU (D1/D2) do rDNA,
mostrando o posicionamento taxondmico das espécies de Trichosporon. As sequéncias obtidas neste

estudo sdo mostradas em negrito.

Trichosporon dermatis AB044569

— Trichosporon asahii AF105393

L Trichosporon faecale AF105395

—— Trichosporon coremiiforme AF139983

Trichosporon ovoides AF075523

062/ |

Trichosporon inkin URM 7551
Trichosporon inkin URM 7552
Trichosporon inkin AF105396

0.01

FIGURA 3: Teste de similaridade genética dos isolados Trichosporon inkin (URM 7551) e
Trichosporon inkin (URM 7552), através dos primers GACAs e GTGs.

URM URM URM URM
7551 7552 7551 7552
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Isolados de Trichosporon spp. apesar de serem classicamente reconhecidos
por causar micoses superficiais, surgiram como patégenos em infec¢des invasivas,
particularmente em pacientes com cancer, apresentando um prognostico
desfavoravel (CHAGAS-NETO et al., 2009). As espécies mais comumente isoladas
sdo T. asahii, que estdo relacionados a infec¢cdes disseminadas e fatais, T.
asteroides, responsaveis por infeccdes superficiais e ocasionalmente infeccdes
disseminadas (RUAN et al, 2009) e T. inkin, geralmente isoladas de micoses
superficiais em casos de piedra branca e raramente sendo relatadas como agentes
de infeccdes profundas (MACEDO et al, 2011).

Um relato recente demonstrou a participacdo de T. asahii como patégeno
emergente de infeccdo em um paciente com cancer de prostata metastatico, esse
paciente utilizava tubos de nefrostomia e stents uretrais para auxiliar nas suas
manifestacbes de uropatia bilateral. Contudo, foi necessério a retirada desses
dispositivos devido ao seu mau funcionamento, sendo entdo enviados para
realizacdo de cultura, no qual foi observado o crescimento deste fungo (MAGEE et al,
2015).

O presente trabalho apresenta um caso raro de infec¢éao invasiva por T. inkin,
sendo relatado como o primeiro caso deste patégeno acometendo a glandula
prostética em um paciente com adenocarcinoma de préstata. Esse fungo apresentou
capacidade de disseminacdo, uma vez que também foi encontrado colonizando o
reto do paciente. Acredita-se entdo que, devido a condicdo de imunossupressao
deste paciente e o potencial patogénico deste fungo, esta levedura foi capaz de
migrar através dos vasos mesentéricos, cair na corrente sanguinea e ocasionar uma
micose sistémica.

Essa relacdo foi demonstrada por Walsh et al (1992), que desenvolveram o
primeiro modelo experimental de tricosporonose invasiva com animais, mostraram
qgue Trichosporon spp. foi capaz de disseminar do intestino para o sangue e outros
orgaos de coelhos imunossuprimidos, mas ndo em animais saudaveis. A
tricosporonose sistémica pode ser iniciada a partir da colonizacdo gastrointestinal,
em seguida pode haver uma translocacédo através da parede do intestino para a
circulacdo sistémica, a qual sera, provavelmente, o local principal desta infeccao.
Além da disseminacdo endodgena, alguns pacientes também podem desenvolver
tricosporonose sistémica de forma exdgena (COLOMBO et al, 2011; CAIRA et al,
2011).
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De acordo com a literatura, embora os dados sejam limitados, o tratamento de
escolha para a tricosporonose é realizado com derivados azdlicos, e outra
alternativa terapéutica € a anfotericina B, que pode ser usada em combinacdo com
voriconazol e micafungina, mas as equinocandinas nao tém efeito no tratamento
desta infeccdo. A cura da infeccdo invasiva por Thichosporon spp. depende da
duracdo da neutropenia e do controle da infeccdo por intervencdo cirdrgica
(CASTANO et al, 2018). Esses dados corroboram com o perfil farmacolégico de
susceptibilidade observado dos nossos isolados, embora nenhum medicamento
antifangico tenha sido prescrito, uma vez que o foco da infeccdo foi removido
cirurgicamente e a doencga controlada.

O segundo paciente, 68 anos, pardo, residente em Recife, foi atendido no
ambulatério do setor de urologia do HCP. Este paciente utilizou sonda uretral por um
ano, e 0s exames laboratoriais mostraram os parametros hematolégicos normais,
glicose= 102,0 mg/dL, PSA Total= 66,0 ng/mL e o exame retal apresentou préstata
endurecida com volume de 30 g, sendo indicado para biopsia de prostata.

Os fragmentos obtidos pela biopsia foram enviados para analise
histopatolégica e micoldgica. A analise histopatoldgica confirmou a presenca de
adenocarcinoma na préstata e o diagnéstico micolégico mostrou, em microscopia
direta, leveduras ovais e hialinas. Em cultura houve o desenvolvimento de col6nias
de coloracéo branca, textura cremosa e superficie lisa. Na analise bioquimica, ndo
apresentou a capacidade de hidrolisar a uréia (Figura 4) e andlise filogenética as
sequéncias agruparam-se com outras sequéncias de referéncia de C. glabrata
(Figura 5). O isolado foi sensivel in vitro a caspofungina (0,5 pg/mL), micafungina
(0,03 pg/mL), anidulafungina (0,03 pug/mL) e anfotericina B (0,5 pg/mL), sendo dose
dependente para o fluconazol (16 ug/mL). Assim, a equipe médica decidiu realizar
uma PTR para o tratamento do cancer e erradicacdo da infeccdo fungica, sem a
necessidade de administracdo de antifiingico sistémico.

Apesar da importancia desta comorbidade, as infec¢des causadas por fungos,
destacando-se as leveduras, sdo pouco diagnosticadas. A incidéncia de infec¢des
fungicas vem aumentando, contribuindo para altos niveis de morbidade e
mortalidade. Candida albicans é a mais prevalente em ambas as condi¢bes de
saude e doenca. No entanto, C. glabrata estd emergindo como a segunda causa de
infeccbes disseminadas por espécies de Candida, causando um amplo espectro de
condi¢cdes clinicas (PFALLER et al, 2004). Shokohi et al. (2010) analisaram
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pacientes com cancer e identificaram pela técnica de PCR, espécies de Candida,
sendo a C. albicans mais comum (77,50%), seguida pelas espécies C. glabrata
(15%), C. tropicalis (5%) e C. krusei (2,50%).

De acordo com Farmakiotis et al. (2014), C. glabrata € uma das espécies
mais comuns do género isoladas em pacientes com cancer, por causa do uso de
cateteres permanentes, sua possivel fonte de infeccdo, isto sugere a habilidade da
espécie em se adaptar e sobreviver em diferentes nichos de hospedeiros. Além
disso, foi demostrado a capacidade para formar biofilmes em dispositivos médicos,
como cateteres urinarios (NG et al, 2016). Outros fatores importantes sdo, 0 uso
indiscriminado de drogas anti-bacterianas e corticosteroides, cirurgia abdominal, uso
de quimioterapia citotéxica e nutricdo parenteral (FARMAKIOTIS et al, 2014).

Nosso relato apresenta o primeiro caso com esta levedura causando
prostatite fungica em um paciente com adenocarcinoma que utilizava cateter uretral.
Apesar de ser sensivel aos antifungicos testados, alguns autores como Farmakiotis
et al. (2014), afirmam que esta espécie pode apresentar multirresisténcia aos
azolicos e equinocandina. Contudo ndo houve a necessidade de administracao,

devido a intervencéo cirdrgica.

FIGURA 4: Teste da urease. A: Controle positivo. B: Reagdo negativa de Candida glabrata (URM
7550).
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FIGURA 5: Filograma obtido a partir de andalises de sequéncias da regido ITS do rDNA, mostrando o

posicionamento taxondmico da Candida glabrata (URM 7550).

Candida glabrata KJ451637
£ Candida glabrata KJ451636
100 | Candida glabrata KJ451638
95 Candida glabrata AY 198398
a1L Candida glabrata URM 7550
Candida metapsilosis AJ698049
99 Candida tropicalis KJ451635
Candida dubliniensis AB035590
Candida anomalus KJ451711

a9 ——— Candida guilliermondii EF568003
a7 Candida famata AM992910
P
0.05
3.2 BIOFILME

Os isolados foram testados quanto a capacidade de formar biofilme em discos
de silicone, e todos demonstraram essa habilidade. Os isolados de T. inkin,
apresentararm a formacdo de um biofiilme maduro apdés 48 horas (Figura 6),
igualmente ao isolado de C. glabrata que demonstrou essa capacidade no mesmo
periodo de tempo (Figura 7).

As espécies de Trichosporon possuem alguns fatores de viruléncia que
permitem o estabelecimento da infeccdo e a disseminacdo do patdgeno para varios
orgaos do hospedeiro, como formacdo de biofilmes, producdo de enzimas e
componentes da parede celular. Os biofilmes sdo formados por leveduras
apresentando brotacéo e filamentos, as quais sao incorporados em uma matriz de
polissacarideo extracelular, fazendo com que ocorra uma melhor aderéncia na
superficie de dispositivos implantados, dificultando a acdo do sistema imunolégico
do hospedeiro e a eficacia das drogas antifungicas. As enzimas expressas por
Trichosporon spp. incluem as fosfolipases e proteases, que sdo responsaveis por

romper a membrana das células hospedeiras e a protedlise. Além disso,
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Trichosporon spp. expressam glucuronoxilomanana (GXM) na parede celular e este
polissacarideo dificulta a fagocitose pelos neutréfilos e mondcitos (PIERCE et al,
2013).

A capacidade de formacédo de biofilme é considerada como um importante
fator de viruléncia, e foi o mecanismo possivelmente utilizado pelo isolado de C.
glabrata para estabelecer infeccdo e disseminacédo para a prostata. O crescimento
do biofilme é considerado como o principal modo de vida microbiana, quando
comparado com o crescimento plancténico, no qual as células crescem em
suspensao. Estima-se que 65% - 80% das infecc6es humanas estejam associadas a
formacéo de biofilmes e a causa de falhas terapéuticas, devido a sua tolerancia
intrinseca aos antimicrobianos e ao ataque das células do sistema imune

(D’ENFERT et al, 2016).

FIGURA 6: Formacéao do biofilme dos isolados de Trichosporon inkin. A: Inicio da formag¢édo com 24

horas. B: Biofiime maduro com 48 horas.
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FIGURA 7: Formacéao do biofilme do isolado de Candida glabrata. A: Inicio da formag¢éo com 24

horas. B: Biofiime maduro com 48 horas.
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3.3 CITOQUIMICA COM LECTINAS

Os isolados de T. inkin apresentaram uma marcacéo forte (+++) para WGA e
Con A, marcacao moderada (++) para PNA e marcacao fraca (+) para UEA-I (Figura
8). Ja o isolado C. glabrata apresentou forte (+++) marcacédo para WGA, moderada
(++) marcacéao para Con A e UEA-I e uma fraca (+) marcacao para PNA (Figura 9).

Os mecanismos envolvidos na patogénese podem ser avaliados pela
expressao de carboidratos na parede celular, pois a interagéo entre a parede celular
da levedura e os receptores teciduais do hospedeiro favorece a adeséo, que é o
primeiro passo no estabelecimento da doenca, sendo esta caracteristica importante
para fungos de interesse médico (XIMENES et al, 2015).

Lectinas sdo proteinas de origem nao imune, que reconhecem e se ligam
reversivelmente a carboidratos e glicoconjugados, e séo livres ou ligadas a
superficies celulares através de sitios de ligacdo especificos. Elas interferem em
eventos biologicos, como promocdo de infeccdo, diferenciacdo celular, interacao
patégeno-hospedeiro, metastase e reconhecimento celular. A lectina WGA detecta a
expressdo de N-acetil-D-glucosamina; Con A expressdo do metil-a-D-manésido;
UEA-I a expressdo de L-fucose; e o PNA detecta D-galactose e glicose / manose
(XIMENES et al, 2015).
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Padr6es de marcacdo de lectinas dos isolados de Trichosporon inkin. A: Marcacéo

FIGURA 8:
ausente (-). B: Marcacéo fraca (+). C: Marcacdo moderada (++). D: Marcacao forte (+++).
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FIGURA 9: Padrdes de marcacéo de lectinas do isolado de Candida glabrata. A: Marcacao ausente

(-)- B: Marcacgéo fraca (+). C: Marcagdo moderada (++). D: Marcacéao forte (+++).
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3.4 HISTOQUIMICA COM LECTINAS

Na andlise dos fragmentos prostatico do paciente com adenocarcinoma
associado a infeccao fungica por T. inkin, foi observada marcacéo forte (+++) para
Con A e PNA, marcacao moderada (++) para WGA e marcacao fraca (+) para UEA-I.
Os fragmentos da prostata do paciente com adenocarcinoma com prostatite por C.
glabrata apresentaram forte marcagao (+++) para Con A, UEA-I e PNA e moderada
marcacgao (++) para WGA. Esses padroes de marcacdes foram comparados com 0s
padrbes da prostata de um paciente com adenocarcinoma e sem infeccdo fungica e
um paciente com auséncia de neoplasia e prostatite (Tabela 1). O padrdo de
marcacOes de carboidratos pode ser observado na (Figura 10).

Estas alteracdes na expressao de glicoconjugados em tumores e 0s varios
distarbios celulares precisam ser mais estudados. A pesquisa sobre alteracbes na
glicosilacdo celular da carcinogénese prostatica é escassa (ARAUJO-FILHO et al,

2006) e sua associacdo com infeccéo fungica nunca foi analisada.

TABELA 1: Padrédo de marcacéo de lectinas dos tecidos prostatico

Lectinas C+/F+ C+/F+ C+/F- C-/IF-
(Trichosporon (Candida
inkin) glabrata)
WGA ++ ++ - +
Con A +++ +++ ++ -
UEA-I + +++ - +
PNA +++ +++ ++ -

Notas: WGA: wheat germ agglutinin; Con A: concanavalin A; PNA: peanut agglutinin;
UEA-I: Ulex europaeus agglutinin I.; C+/F+ (Trichosporon inkin): Cancer de préstata
e infeccdo fangica por T. inkin; C+/F+ (Candida glabrata): Cancer de proOstata e
infeccdo fangica por C. glabrata; C+/F-: Cancer de prostata sem infecgéo fangica; C-
/F-: Hiperplasia prostatica benigna sem infeccéo fangica; +++: padrdao de marcacao
forte; ++: padrdo de marcacdo moderado; +: padrdo de marcacao fraco; -: padréo de

marcagéo ausente.
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FIGURA 10: PadrBes de marcacao de lectinas dos tecidos prostaticos. A: Marcacdo ausente (-). B:

Marcacéo fraca (+). C: Marcacdo moderada (++). D: Marcacao forte (+++).

3.5 IMUNO-HISTOQUIMICA COM GALECTINA-3

Uma auséncia na expressao de galactose em células dos tecidos prostaticos
com adenocarcinoma foi observada em nosso estudo, quando comparado a um
tecido com HPB (Figura 11).

As galectinas sdo parte da familia das lectinas de origem animal, possuem
uma sequéncia altamente conservada no dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD) e afinidade de ligagdo a B-galactosideo. Galectina-3 tem um
anico dominio CRD que se liga a um dominio N-terminal por uma cadeia peptidica
rica em glicina e prolina, que pode estar na forma de oligdbmeros e monémeros.
Assim, as galectinas podem auxiliar na avaliacdo de alteracdes bioquimicas,
especificamente em células, facilitando a diferenciacao entre lesdes tumorais de
prostatas benignas e malignas (ARAUJO-FILHO et al, 2006).
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FIGURA 11: Padrdo de marcacdo de galectina-3 em tecidos prostaticos. A: Presenca de marcacao

em fragmentos prostaticos de paciente com Hiperplasia Benigna da Préstata. B: Auséncia de

marcacao em fragmentos prostaticos de paciente com Adenocarcinoma de Prdstata.
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4 CONCLUSOES

Os fatores de viruléncia dos fungos, em especial a capacidade de formacao de
biofilme, sdo importantes no estabelecimento, desenvolvimento e disseminagéao das
infec¢cdes. E 0 uso das técnicas de citoquimica, histoquimica e imunohistoquimica
podem auxiliar no reconhecimento precoce de possiveis alteragcbes na prostata,

como o cancer e as infecgdes fungicas.
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