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RESUMO

Atualmente, as neoplasias malignas apresentam alta taxa de
mortalidade, seja devido a propria desordem ou a fatores associados, como a
presenca de comorbidades e sepse. Ao mesmo tempo, as infeccdes
ocasionadas por fungos, que acometem esse grupo de pacientes, contribuem
para a elevacdo na taxa de morbidade e mortalidade, sendo frequentemente
responsaveis por quadros graves que podem conduzir o paciente a o&bito.
Frequentemente, as infec¢cdes em humanos surgem devido a abordagem
terapéutica e a utilizacdo de dispositivos medicos invasivos, que aliados as
condicbes predisponentes do hospedeiro favorecem o surgimento de
infeccbes. Ainda, sabe-se que o agravamento da infeccdo pode estar
relacionada ao envolvimento de genes especificos. Assim, aqueles genes
relacionados a arquitetura da parede celular em C. albicans, como o GAL102,
podem facilitar a patogénese. Entretanto ndo se sabe o envolvimento deste
gene em outras espécies de Candida e se ha relacdo deste com a integridade
da parede celular e com a capacidade de aderéncia e formacdo de biofilme.
Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de
adesdo, formacdo de biofilme e a expressdo do gene GAL102 em espécies de
leveduras isoladas de amostras clinicas de pacientes portadores de neoplasias
malignas. Os pacientes atendidos no estudo apresentaram desordens
neoplasicas variadas, destacando-se o0 carcinoma (n=13/41, 31,7%),
adenocarcinoma (n=6/41, 14,6%), sarcoma (n=5/41, 12,2%) e leucemia
(n=4/41, 9,75%). A realizacdo do estudo demonstrou uma prevaléncia de 8,28
casos a cada 100 pacientes. Os individuos mais acometidos foram idosos
(37%) e pacientes do sexo feminino (53,66%). As espécies mais prevalentes
foram Candida tropicalis, seguidas de C. albicans, C. parapsilosis e C.
glabrata. Houve a ocorréncia, também, de espécies incomuns como C.
pelliculosa, C. krusei e Cystobasidium minutum. Em relacdo a capacidade de
aderéncia as Células Epiteliais Bucais, apenas um isolado exibiu uma grande
capacidade de aderéncia (6,25%), sendo as demais espécies de fraca

aderéncia. Em contrapartida, quase todos o0s isolados apresentaram



significAncia estatistica quanto & atividade formadora de biofilme,
demonstrando o grande poder de viruléncia dessas espécies. Em relacdo a
presenca do gene GAL102, apenas nas espécies de C. albicans (n=7, 43,75%)
e C. tropicalis (n=3, 17,65%) foi constatada a presenca do gene. Dentre essas
espécies, 3 isolados de C. albicans foram utilizados no experimento de qPCR.
Observou-se que no isolado URM8002 o gene estava superexpresso,
desempenhando um papel muito importante na constituicdo da parede celular
de Candida, crescimento e transicdo da fase de levedura para a filamentosa.
Assim, esse gene pode desempenhar um papel importante quanto a viruléncia
e patogenicidade da espécie. Apesar de ndo ser possivel afirmar a relagdo do
gene GAL102 com a capacidade de aderéncia, o eferido gene possui relacdo
com a formacdo de biofilme nessa espécie. Ainda, foi possivel concluir que
apenas alguns isolados apresentam a mesma variante do gene, reforcando a
idéia de que o poder patogénico de Candida é multifatorial e variavel entre

isolados de uma mesma espécie.

Palavras-chave: Candida sp. Fatore de viruléncia. Neoplasia. Epidemiologia.
Expresséo génica.



ABSTRACT

Currently, malignant neoplasms either have a high mortality rate, due to
the disorder itself or associated factors such as the presence of comorbidities
and sepsis. At the same time, fungal infections that affect this group of
patients contribute to the increase in morbidity and mortality rates and are
often responsible for severe conditions that can lead the patient to death.
Infections in humans often arise due to the therapeutic approach and the use
of invasive medical devices, which combined with the predisposing
conditions of the host favor the onset of infections. Moreover, it is known
that the aggravation of infection may be related to the involvement of specific
genes. Thus, those genes related to Candida albicans cell wall architecture,
such as GAL102, may facilitate pathogenesis. However, the involvement of
this gene in other Candida species is unknown and is related to the integrity
of the cell wall and the ability to adhere and form a biofilm. Thus, the present
study aimed to evaluate the adhesion capacity, biofilm formation and GAL102
gene expression in yeast species isolated from clinical samples of patients
with malignant neoplasms. The patients treated in the study presented varied
neoplastic disorders, highlighting the carcinoma (n = 13/41, 31.7%),
adenocarcinoma (n = 6/41, 14.6%), sarcoma (n = 5/41, 12.2%) and leukemia
(n = 4/41, 9.75%). The study showed a prevalence of 8.28 cases per 100
patients. The most affected individuals were elderly (37%) and female
patients (53.66%). The most prevalent species were Candida tropicalis,
followed by C. albicans, C. parapsilosis, and C. glabrata. There were also
unusual species such as C. pelliculosa, C. krusei and Cystobasidium minutum.
Regarding the adherence capacity to the Oral Epithelial Cells, only one
isolate showed a great adhesion capacity (6.25%), and the other species had
poor adherence. In contrast, almost all isolates were statistically significant
for biofilm-forming activity, demonstrating the great virulence power of these
species. Regarding the presence of GAL102 gene, only C. albicans (n = 7,
43.75%) and C. tropicalis (n = 3, 17.65%) species were found. Among these
species, 3 C. albicans isolates were used in the qPCR experiment. It was

observed that in the URMB8002 isolate the gene was overexpressed, playing a



very important role in Candida cell wall constitution, growth and transition
from yeast to filamentous phase. Thus, this gene may play an important role
in virulence and pathogenicity of the species. Although it is not possible to
affirm the relationship of the GAL102 gene with the adhesion capacity, the
referred gene is related to the biofilm formation in this species. It was also
possible to conclude that only some isolates present the same gene variant,
reinforcing the idea that the pathogenic power of Candida is multifactorial

and variable among isolates of the same species.

Keywords: Candida. Virulence factors. Neoplasia. Epidemiology. Gene

expression.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos esforcos centrados no combate ao cancer, ainda existe uma
perspectiva muito alta quanto ao surgimento de casos novos da doenca. Nesse
sentido, sdo esperados o aparecimento de aproximadamente 640 mil casos
novos até o ano de 2019 no Brasil (INCA, 2017). No ultimo decénio, somente
no estado de Pernambuco, a mortalidade ocasionada por neoplasias malignas
apareceu entre as principais causas de morte no estado (SECRETARIA
ESTADUAL DE SAUDE, 2012). Paralelamente, infeccbes flngicas tem
contribuido de maneira importante no progndstico e sobrevida dos pacientes
hospitalizados (LIN et al., 2018).

Atualmente, as infeccdes fangicas oportuniscas constituem como um
dos pricipais agravos a saude, sobretudo em pacientes com cancer,
representando a terceira causa de infec¢cfes da corrente sanguinea (LIN et al.,
2018). Nesse sentido, as leveduras aparecem como importantes causas de
morbidade e mortalidade, ao mesmo tempo em que S0 responsaveis por
quadros graves que podem conduzir o paciente a 6bito (MOLINA et al., 2012;
FAGAN et al., 2013; RAMIREZ-GARCIA et al., 2014).

A predisposicdo deste grupo de pacientes as infeccBes fungicas esta
relacionada a varios fatores, como tratamentos invasivos pelo uso de cateter e
sondas e outros dispositivos médicos (FORTUN; GIOIA, 2017).
Paralelamente, surge a necessidade de permanéncia hospitalar prolongada em
pacientes criticos, principalmente aqueles expostos a quimioterapicos, 0s
quais favorecem a imunossupressdo (MOLINA et al., 2012; RAMIREZ-
GARCIA et al., 2014). Nesse cenario, tem sido observado que 0s pacientes
com quadros malignos que desenvolvem infec¢cBes por espécies de Candida
comumente apresentam mal progndstico (WANG et al., 2013; FORTUN;
GIOIA, 2017; LIN et al., 2018).

Pesquisas tém demonstrado que de 65-80% das infeccGes microbianas
em humanos sdo resultantes de biofilmes patogénicos. Para iniciar a formacao
do biofilme, é crucial a aderéncia de células fungicas as células do hospedeiro

e/ou dispositivos médicos, sendo esta capacidade um evidente fator de
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viruléncia. Entre os patdégenos humanos, o mais associado a formacgdo de
biofilmes sdo espécies de Candida, especialmente nas superficies de
dispositivos medicos, como sondas e cateteres. O tratamento destas infecc¢des
torna-se mais complexo devido a formacdo deste biofilme, que é resistente a
uma variedade de agentes antifungicos (BONHOMME; D’ENFERT, 2013;
SARDI et al., 2013).

Diversos estudos relatam que a arquitetura e composicdo da parede
celular e a viruléncia de patogenos fangicos podem ser alteradas pela
presenca de galactose, sendo a taxa de formacdo do biofilme mais elevada na
presenca de galactose, correspondendo a 3% do peso seco do material
polimérico extra-celular do biofilme de C. albicans. A maioria dos
organismos é capaz de metabolizar a galactose, indicando que as mananas da
parede celular contribuem para a resposta do hospedeiro (SEN et al., 2011).

Além do biofilme e da capacidade de aderéncia, outros mecanismos de
patogenicidade podem estar envolvidos na gravidade da infec¢do fungica, que
sdo codificados por genes identificados, como o gene GAL102, que foi ligado
ao metabolismo da galactose em Candida. Este gene codifica a enzima UDP-
glicose 4,6-dehidratase, sendo importante na manutencdo da integridade da
parede celular (ALVARES et al., 2007; GUNASEKERA et al., 2010; SEN et
al., 2011; GRAVELAT et al., 2013; KAMTHAN et al., 2013).

O estudo da expressdao de genes de viruléncia pode auxiliar na
compreensdo dos mecanismos inerentes a infeccdo flangica. Todavia, o0s
trabalhos neste sentido ainda sdo incipientes, de modo que a viruléncia de
outras espécies de Candida provavelmente esteja relacionada com a
manifestacdo deste mesmo fator genético (SEN et al., 2011). Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivo realizar o diagndstico de infecc¢des
fungicas sistémicas causadas por leveduras em portadores de neoplasias, e
avaliar a capacidade de adesdo, formacdo de biofilme e expressdao do gene

GAL102 em espécies de leveduras.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184513000303
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1.1 JUSTIFICATIVA

Segundo estimativas conservadoras havera um aumento crescente na
incidéncia de casos novos de cancer nos paises em desenvolvimento,
sobretudo no Brasil. Ao mesmo tempo, esses pacientes constituem um grupo
de risco elevado a predisposicdo de infecgdes flangicas severas, com
prognoéstico desfavoravel. Partindo deste pressuposto, infeccGes por espécies
de Candida podem conduzir a um alto indice de mortalidade. Ainda, a
gravidade da infeccdo pode ser influencianda negativamente pelo alto
potencial de viruléncia das espécies de Candida que tem maior capacidade de
adesdo e producdo de biofilme. Além disso, este potencial pode ser
determinado pela expressdo do gene GAL102, o qual necessita ser mais

estudado, sobretudo em espécies de Candida ndo-C. albicans.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de adesdo e formacgéo de biofilme e a expressédo do
gene GAL102 em espécies de leveduras isoladas de amostras clinicas de
pacientes portadores de neoplasias malignas

1.2.2 Objetivos especificos

e Isolar e identificar leveduras provenientes de processos infecciosos de
pacientes com cancer, atendidos em unidades especializadas, na cidade
de Recife - PE;

e Avaliar o grau de viruléncia das cepas quanto a capacidade de aderéncia
das celulas de leveduras a células epiteliais humanas;

e Avaliar o grau de viruléncia das cepas quanto a capacidade de formacdo
de biofilme;

e Detectar a presenca do gene GAL102 nos isolados clinicos de Candida;

e Verificar a expressdao do gene GAL102 pelos isolados clinicos de
Candida;

e Comparar a expressdo do gene GAL102 dos isolados de Candida com a
capacidade de aderéncia e formacdo de biofilme;

e Tracar o perfil clinico-epidemiolégico dos casos de leveduroses em
portadores de cancer;

e Depositar na Micoteca URM/UFPE as cepas de leveduras isoladas e

identificadas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CANCER

O céancer consiste em uma desordem proliferativa de células clonais que
continuam a crescer apesar de o estimulo que o desencadeou ter desaparecido.
Em relacdo a etimologia da palavra, o cancer se refere aos tumores malignos
que possuem a capacidade de invadir, destruir e metastatizar, além de causar
um grande desgaste emocional e fisico ao paciente (ABBAS et al. 2008).
Ainda hoje essa doenga gera muita repercussdo no ambito académico e da
salde publica e dos pacientes, sendo que 0s casos que atendem a definicdo
médica sdo simplesmente denominados de Cancer. Porém, cada caso apresenta
suas peculiaridades, podendo exibir diferentes manifestacdes clinicas e
abordagens de tratamento (NORONHA, 2008).

Segundo a Organizacdo mundial da saude, o cancer é um grave
problema de saude publica, sobretudo em paises em desenvolvimento. Esse
conjunto de doengas € responsavel por mais 7 milhGes de 6bito no mundo, ao
mesmo tempo em que se observa taxas crescentes de incidéncia. A frequente
exposicao a fatores de risco ao cancer tem sido apontada como principal causa
relacionada a este aumento crescente (INCA, 2014; INCA, 2017).

Estimativas realizadas pelo dltimo GLOBOCAN, em relacdo ao
diagnostico de cancer no mundo, apontam para 0 surgimento de
aproximadamente 14 milhGes de novos casos da doenca, com excecdo do tipo
ndo-melanoma. Esse cenéario é preocupante, tendo em vista que ocorreram por
volta de 8,2 milhdes de mortes atribuidas ao cadncer. Tomando por base esses
resultados, o perfil de incidéncia e mortalidade de cancer correspondem 182 e
102 casos para 100.000 habitantes, respectivamente (STEWART; WILD,
2014).

Tem sido observado que a maior parcela dos casos de cancer esta
associada ao perfil urbano e locais mais desenvolvidos, como 0s casos de
cancer de pulmé&o, prostata, mama feminina, cdlon e reto, ou a casos
associados a populacGes menos desenvolvidas e secundérias as infeccdes de

diversas etiologias, como os canceres de colo do utero, estdbmago, esé6fago e
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figado (MATHERS et al., 2003; FERLAY et al., 2015). Isso é alarmante,
sobretudo porque temos observado o aparecimento de ambos os perfis citados
acima no Brasil, o que pode refletir sobre o abismo observado quanto as
desigualdades sociais no pais.

A primeira estimativa relacionada a incidéncia de cancer no Brasil foi
divulgada pela primeira vez em 1995. A metodologia empregada para o
conhecimento desse perfil passou por modificagdes ao longo dos anos. Nessa
perspectiva, a estimativa foi calculada a partir dos registros hospitalares das
cidades de Porto Alegre, Fortaleza, Goiania, Campinas e Belém refletindo
como espelho de uma projecdo nacional. Um dos vieses desse primeiro
momento foi o fato de a pesquisa ndo contemplar os casos de mortalidade, sé
sendo sanado essa questdo no ano de 1998 usando foram utilizados os dados
regionais de incidéncia e mortalidade. Um fato marcante para o Brasil foi
aperfeicoamento da base de registro nacional pelo levantamento das capitais e
de outras 14 localidades ocorrida no ano 2000. Essa pesquisa culminou, em
2003, com a adoc¢do de uma base Unica dos casos de cancer em um cenario
nacional (NORONHA, 2008).

No Brasil, fatores como o envelhecimento da populacdo, mudancas nos
padrdes alimentares, exposi¢cdo a gentes quimicos, fisicos e bioldgicos sdo as
principais causas relacionadas ao surgimento de cancer. Porém, a distribuicdo
dos tipos de canceres ndo é uniforme, sendo que alguns podem estar
relacionados com o nivel socioeconémico da populagdo, como 0s canceres de
colo do dtero, pénis, estbmago e cavidade oral (BRASIL, 2006).

Devido a gravidade da doenca, os pacientes acometidos de cancer vém
sendo assegurados em ambito nacional por leis vigentes que asseguram o
direito ao paciente ao tratamento, sendo este fornecido por d&rgdos de
assisténcia médica mantidos pela Unido, pelos estados e pelos municipios.
Esse direito inclui a realizacdo de consultas, exames laboratoriais, cirurgias e
a obtencdo de medicamentos pelo Sistema Unico de Sadde (SUS) (BRASIL,
1990).

Apesar dessa ampla assisténcia, durante o curso do tratamento 0s

pacientes podem exibir complicacdes clinicas devido a complica¢des clinicas
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relacionadas ao quadro clinico vulneravel a que o individuo pode vir a
adiquirir, como infec¢cdes provocadas por microrganismos. Ultimamente, as
infeccbes fuangicas invasivas, sobretudo as causadas por leveduras, tem
despertado uma grande importancia uma vez que podem ocorrer em individuos
susceptiveis, sobremaneira em portadores de neoplasias malignas. Segundo
estimativas, as leveduras aparecem como a quarta causa mais comum destas
infeccOes, apresentando altas taxas (30-60%) de mortalidade (MOLINA et al.,
2012; RAMIREZ-GARCIA et al., 2014; HIRANO et al., 2015; WANG et al.,
2015).

2.2 INFECCOES FUNGICAS OPORTUNISTAS

Os fungos surgiram a 1,5 bilh6es de anos e figuram como um dos
primeiros microrganismos utilizados pelo homem (BUTLER, 2010). Estima-se
que existam aproximadamente 8,7 milhdes de espécies de fungos, sendo que
apenas 600 sdo considerados agentes etioldgicos de humanos (MAYER et al.,
2013). O primeiro relato de infeccdo ocasionada por fungos foi conferido a
Hipo6crates que, no século V (a.c), observou estomatite presentes na cavidade
oral de um paciente (HAZEN, 1995).

Apesar dos transtornos causados pelos fungos a saude humana, pouca
atencdo foi dada a esse problema em detrimento dos graves efeitos
provocados pelas infeccOes bacterianas presentes no final do século XIX
(HAZEN, 1995). Deste modo, as infec¢des fungicas em humanos s0
comecaram a ser consideradas um serio problema a partir do século 20
(BUTLER, 2010).

Quadros infecciosos ocasionados por leveduras, ou leveduroses, podem
representar uma condicao critica ao doente, principalmente as provocadas por
espécies do género Candida que sdo conhecidas como candidiase
(FURLANETO-MAIA et al., 2007). Infecgdes dessa natureza podem conduzir
0 paciente a Obito, sendo a sepse fungica definida como uma resposta
inflamatdria sistémica devido a um agente infeccioso. Ainda hoje, as

infeccdes fungicas invasivas constituem como uma das principais causas de
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morbidade e mortalidade, sobretudo em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs)
(MIQUELIN; REIS, 2016).

De modo geral, os pacientes criticos sdao alvo de preocupacdo constante
pelos profissionais da saude, uma vez que a resposta imunolégica no
hospedeiro estd debilitada e incapaz de debelar o agente agressor (BURKE,
2003; ANTAS et al., 2012). Apesar de a resposta imunoldgica inata apresentar
baixa especificidade ela corresponde ao melhor mecanismo de defesa frente as
infecgcbes fangicas, podendo ser mediada por células e fatores humorais. O
mecanismo de resposta é baseado no processo fagocitico e secrecdo de
compostos microbicidas. Dentre as células de defesa, destacam-se as células
fagociticas, células natual killer, células dendriticas, células T Gamma/delta e
células ndo hematopoenticas presentes na camada epitelial (ROMANI, 2004).

Taxas crescentes tem sido observada na incidéncia das infeccdes
fungicas invasivas, sobretudo nas udltimas décadas. Os individuos
imunocomprometidos representam a maior parcela dos individuos acometidos,
seja pelo seu estado geral ou pela doenca de base. Como principais
comorbidades podem ser citadas as doencas hematolégicas malignas,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), tratamento quimioterapico,
antibioticoterapia e uso prolongado de corticoides (HAN et al., 2010;
MAJUMDAR; PADIGLIONE, 2012; OLIVEIRA et al., 2014).

Nos dias atuais, varias espécies de fungos, sobretudos espécies
emergentes, tem surgido como agentes etioldgicos de micoses oportunistas e
invasivas. Esse quadro apresenta um estado mais preocupante em si tratando
de individuos internados em unidades de terapia intensiva (UTIs)
(HEGGENDORNN et al, 2016). Entretanto, o pior cenario é observado em
criangas que apresentam neoplasias hematoldgicas, uma vez que a mortalidade
pode alcancar cifras de até 90% dos casos confirmados (GOMEZ; CARDONA-
CASTRO, 2016).

Os pacientes estdo sujeitos a adquirirem infec¢gdes fungicas devido a
diversos fatores, como: estado geral do paciente, rompimento dos tecidos e
exposicdo direta aos fungos, disfuncdo dos neutrofilos e da imunidade inata,

desnutrigéo aguda, imunossupressao, transplantes de orgaos,
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antibioticoterapia de demora, resisténcia antifungica e aos procedimentos
médicos invasivos a que os pacientes estdo sujeitos. As infec¢gdes da corrente
sanguinea representam uma importante complicacdo que pode conduzir o
paciente a Obito, sobretudo quando acompanhado por um quadro de
neutropenia severa (LEROY et al., 2009; KIM; SUDBERY, 2011; GUDIOL et
al., 2016).

Os fatores intrinsecos aos pacientes ndo devem ser considerados como
sinbnimo de fator de risco, mas como elementos predisponentes ao surgimento
da doenca fungica. Dentre esses fatores, pode-se citar a imunossupressao
ocasionada pelo uso de cortiscosteroides, imunodeficiéncias hereditérias,
transplantes de 6rgdos e tratamento antineoplasico (De PAUW et al., 2008;
HIRANO et al., 2015).

Como principais fatores relacionados ao aumento na incidéncia de
infeccdes fungicas podem ser apontados a melhora nos métodos de
diagnostico e ao aumento da populacdo de risco, sobretudo, pacientes que
recebem tratamento quimioterapico (MA et al., 2013). Foi observado nas
ultimas décadas um aumento constante na frequéncia de novos casos de
infecgdes provocadas por fungos, sobretudo em individuos
imunocomprometidos. Infec¢cGes fungicas invasivas em pacientes criticos
constitui um quadro preocupante, uma vez que figuram como a principal causa
de morbidade e mortalidade (ASCIOGLU et al., 2002).

Foi observado que entre os paciente que apresentam neoplasias
hematol6gicas malignas as infec¢cfes fungicas invasivas corresponde a causa
primaria de morte, sobretudo quando o tratamento é tardio (RUHNKE et al.,
2012). Apesar das espécies de Candida serem um dos principais agentes de
infeccdes fungicas (MA et al., 2013), outras espécies de fungos filamentosos
e leveduras tem sido relatados (RUHNKE et al., 2012).

De acordo com dados do Ministério da Salde, 20% das infeccdes
hospitalares acometem os pacientes internados e apresentam até 10 vezes mais
chances de adquirir infeccdo nosocomial (OLIVEIRA et al., 2010). Infeccdo
nosocomial € definida como a infeccdo que é adquirida ap0s o internamento e,

também, a alta hospitalar. Tem estreita relagdo com o0s procedimentos
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médicos invasivos, tais como cirurgias, insercdo de sondas e cateteres e
acesso venoso (GARNER et al., 1988; PAIVA et al., 2016). Ademais, as
internacBes prolongadas também aumentam o tempo de permanéncia dos
pacientes na instituicdo, sendo responsaveis por grande parte da taxa de
mortalidade nesse setor (GUIMARAES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011;
GOMES et al., 2014).

Estima-se que aproximadamente 50% dos casos de infeccgdes
nosocomiais sejam oriundos da utilizacdo de dispositivos médicos invasivos,
sobretudo, ocasionados por espécies de Candida (KOJIC; DAROUICHE,
2004). Além disso, a permanéncia hospitalar prolongada tem sido um dos
principais fatores relacionados ao aparecimento maior de novos casos da
doenca fangica, contribuindo com uma alta taxa de incidéncia, proximo de 10
casos para 100.000 habitantes (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014a). Sendo
que estimativas conservadoras tém demostrado que a taxa de mortalidade da
candidemia é de aproximadamente 60% (HIRANO et al., 2015).

2.3 GENERO Candida

A ampla maioria dos fungos, incluindo os filamentosos e leveduras, sdo
seres sem motilidade (DESAI; MITCHELL, 2015). Dentre as leveduras, as
espécies Candida estdo inseridas no reino Fungi, subfilo Ascomycota, Familia
Saccharomycetaceae (GUARRO, GENE, STCHIGEL, 1999; BUTLER et al.,
2010). O género é caracterizado pela existéncia de uma célula eucariotica,
podendo apresentar reproducdo por brotamento (anamorfo), dando origem a
células ovoides e/ou esféricas, producdo de hifa e pseudohifa, ou pela
producdo de ascos e ascosporos (Teleomorfo) e por exibir diferentes
tonalidades de branco e bege (LACAZ et al., 2002; GIOLO, SVIDZINSKI,
2010; NEPPELENBROEK et al., 2013). Em situacdes especificas, podem
exibir o fenbmeno de dimorfismo invertido, quando em vida parasitaria
podem desenvolver filamentos (FORCHE et al., 2003).

Originalmente, o epitepo Candida foi utilizado com o propoésito de

denominar o anamorfo das leveduras presentes no género Candida (BUTLER,
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2010). Sendo que a mesma levedura pode apresentar um nome especifico para
o anamorfo e o teleomorfo, como ocorre em C. guilliermondii e Meyerozyma
guilliermondii respectivamente (MUHLHAUSEN; KOLLMAR, 2014). O
género é formado por um grupo heterogéneo e composto por aproximadamente
850 espécies, sendo que, destas, apenas 20 j& foram isoladas como agentes de
micose (ALVARES et al.,, 2007; BARBEDO; SGARBI, 2010; MARCOS-
ZAMBRANO et al., 2014a; MUHLHAUSEN; KOLLMAR, 2014).

Em individuos sadios, espécies de Candida comumente fazem parte da
microbiota autoctone, sobretudo na cavidade oral, sem causar danos ao
hospedeiro. Podem colonizar, ainda, a epiderme, orofaringe, arvore
bronquica, regides de mucosa, trato gastrointestinal dentre outros. Por
comporem naturalmente a microbiota do ser humano as infec¢des flangicas
sistémicas ocasionadas por esses microrganismos sdo consideradas micoses
oportunistas (SCHULZE; SONNENBORN, 2009). Uma caracteristica
interessante se refere a facilidade de ocorréncia de candidiase muco cutanea
em infantes, sendo talvez uma das primeiras manifestacdes clinicas a
surgirem (CARVALHO et al., 2003; PAPPAS et al., 2003).

Porém, sob determinadas condig¢fes, essas espécies podem passar do
estado comensal para o de patdégeno e causar infeccBes localizadas e/ou
generalizadas. Quando isso ocorre, origina uma condi¢cdo denominada de
candidiase que é uma infeccdo causada por leveduras do género Candida que
podem provocar sinais e sintomas bastantes distintos. Nesse ambito, as
infeccBes ocasionadas por espécies de Candida podem provocar lesdes de
carater agudo, subagudo e/ou crénico, de localizacdo superficial a profunda
(BARDEDO; SGARBI, 2010).

Merece atencdo especial a candidemia, que pode ser definida pela
presenca de cultura positiva do sangue para Candida sp. de um paciente que
apresente estado febril, hipotensdo ou outro sinal de choque séptico (KO et
al., 2010). Nesses casos, a presenca de apenas uma amostra positiva
acompanhada de sinais e sintomas é suficiente para se confirmar a infeccéo
(HACHEM et al., 2008).
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Tradicionalmente, sdo consideradas duas vias de infeccbes por esses
agentes: a de origem endogena e a exdgena, que é por fontes diversas, tendo
como foco o contato com profissionais de saude e/ou materiais hospitalares
contaminados (PFALLER; DIEKEMA, 2007; TRAGIANNIDIS et al., 2013).
Sob certas condic¢Bes, existe a possibilidade de ocorréncia de surtos clinicos
de candidiase, sendo esses episdédios associados a contaminacdes dos
dispositivos médicos e, também, de alimentos (KASAHARA et al., 2014) e de
medicamentos (O'DAY, 1985; KUEHNERT et al., 1998; BONASSOLI et al.,
2005).

As espécies do género Candida sdo responsaveis por quadros clinicos
diversos e de severidade variavel. De especial atencdo, merece destaque a
candidiase invasiva, representada principalmente pelos casos de candidemia e
infeccdo disseminada (YAPAR et al., 2014). Segundo Colombo e Guimarées
(2003), a candidiase hematogénica pode ser interpretada como um amplo
espectro de quadros clinicos, englobando, assim, desde episodios restritos a
corrente sanguinea (candidemia) até casos onde o fungo dissemina-se para
diferentes sitios corpdéreos do individuo, podendo evoluir o hospedeiro a
Obito. Para esta infecgdo a taxa de incidéncia corresponde a aproximadamente
8 casos a cada 100.000 habitantes (GEGIE et al., 2013).

Apesar dos avanc¢os nos meétodos de diagndéstico e identificacdo, os
casos de candidiase invasiva ainda constituem um desafio. Observa-se que em
menos da metade dos casos 0s pacientes apresentam um quadro compativel
com a infeccdo fungica (MOREIRA, LOPES e CARVALHO, 2004; BASSETTI
et al., 2010). Sendo que o aumento na incidéncia das infeccdes por espécies
de Candida pode estar relacionada ao uso disseminado de antibidticos de
amplo espectro e pelo aumento no nimero de individuos imunocomprometidos
(NEPPELENBROEK et al., 2013).

O conhecimento da epidemiologia da micose é uma &rea de grande
interesse, uma vez que o padrdo de incidéncia e prevaléncia varia
consideravelmente entre as diferentes zoas geograficas e por haver dados
escassos sobre a epidemiologia da candidemia na américa latina (Da MATTA

et al., 2017). Assim, dados a esse respeito possibilitaram compreender que a
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grande maioria dos casos de candidiase frequentemente estdo associados a
episédios de infeccdo em UTIs, ocasionados na sua grande maioria por
infeccOes de corrente sanguinea por leveduras do género Candida (AIKAWA
et al., 2016).

Em se tratando da frequéncia de isolamento nas UTIs, as leveduras do
género Candida correspondem a aproximadamente 80% de todos 0s casos das
infeccdes fuangicas identificadas e notificadas ao Centro de Controle de
Infeccdo Hospitalar (CCIH). Essa situacdo representa um grande desafio as
equipes envolvidas no atendimento dos pacientes, sobretudo devido a
dificuldade de diagnoéstico clinico e terapéutico das infec¢des nosocomiais
causadas por esses agentes fungicos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
MOLINA et al., 2012).

Em estudo conduzido por Da Matta (2017) foi observado que C.
albicans continua sendo a espécie mais comum nos casos de candidemia na
America Latina, seguido por C. parapsilosis e C. tropicalis. Contudo, foi
notado uma tendéncia de aumento na frequéncia de candidemia por C.
glabrata na Argentina, Colémbia e Brasil.

Estudos demonstraram que a epidemiologia da candidiase passou por
mudancas nas ultimas décadas, sobretudo com o surgimento de espécies
emergentes (PASWAN et al., 2012; YAPAR et al., 2014). De acordo com o
Programa Internacional de Vigilancia epidemiolégica SENTRY, ocorreram
634 casos de candidemia (1987-1988) em 34 centros hospitalares, sendo
54.3% dos casos ocasionados por Candida albicans (PFALLER et al., 2000).
Dessa forma, conhecer a origem da infeccdo e o agente infeccioso envolvido
podem contribuir de maneira significativa para a prevenc¢do da propagacao
clonal de espécies emergentes multidroga resistentes e com a administracdo
do tratamento apropriado (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Nos Estados Unidos, entre os anos de 2002 a 2012, a candidiase
invasiva apareceu como a principal causa de infeccdo fungica, com uma média
anual de 5,3 casos a cada 100.000 habitantes. Os pacientes geralmente
apresentam uma hospitalizacdo demorada, sendo que o custo médio de

tratamento por paciente foi de aproximadamente 47 mil délares (STROLLO et
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al., 2017). Segundo fontes da European Organisation for Research and
Treatment of Cancer (EORTC), existe uma escassez de estudos
epidemiolégicos amplos. Baseado nisso, a EORTC realizou um estudo
prospectivo entre os anos de 2005 a 2009, sendo relatados 333 casos de
candidemia, com uma taxa de incidéncia de 0,23% (CORNELY et al., 2015).

As leveduras do género Candida ainda figuram como oS agentes
etiologicos mais frequentes de micoses (KIM; SUDBERY, 2011). Dentre as
espécies formadoras do grupo, Candida albicans responde por
aproximadamente 50% dos casos (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014a).
Porém, outras espécies tém merecido destaque, como C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii C. dubliniensis, C.
kefyr, C. lusitaniae, dentre outras, ocasionando infec¢des localizadas e
sistétmicas (BARBEDO; SGARBI, 2010; NEPPELENBROEK et al., 2013;
YAPAR et al., 2014).

Dentre as espécies, Candida albicans ainda é um dos principais
agentes, sendo um fungo comensal que faz parte da microbiota de humanos,
sobretudo em regides de mucosas e no trato gastrointestinal. Essa levedura
apresenta dimorfismo da fase de levedura para a filamentosa, sendo a hifa
capaz de se aderir, invadir os tecidos do hospedeiro e causar doenca
(WALTIMO et al., 2003). Seus efeitos patogénicos também podem ser
mediados por genes especificos da levedura, a exemplo de HWP1 e ALS1
(SANDAI et al., 2016), que podem conduzir a célula fangica a invadir os
tecidos do hospedeiro e alcancar a corrente sanguinea (TONG; TANG, 2017).

De Luca et al. (2012) observaram que Candida albicans (70%) foi a
espécie mais frequente, seguida por C. parapsilosis (20%) e C. guillermondii
(10%), acometendo pacientes com desordens hematolégicas malignas.
Tortorano et al. (2013) observaram uma taxa de incidéncia de candidemia de
19,8 % nos casos de tumores sélidos e de 8,3% em pacientes com neoplasias
hematoldgicas, destacando-se a Candida albicans como principal agente.
Diferentemente, em um estudo da Organizacdo Europeia para Pesquisa e
Tratamento do Cancer, foi notado que dos 249 casos de candidemia, C.

albicas foi responsavel por 70% dos casos quando 0s pacientes apresentavam
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tumores sélidos e 36% em pacientes com neoplasias hematologicas (VISCOLI
et al., 1999).

Em um estudo conduzido por Hirano et al. (2015), foi observado que
dentre 65 isolados clinicos, Candida albicans foi a espécie mais prevalente
(36,8%), seguida por C. parapsilosis (30,2%), C. guilliermondii (21%), C.
glabrata (5,2%), C. tropicalis (2,6%) e outras (3,9%). Os autores chegaram a
conclusdo de que a conduta terapéutica deve ser paralela a remocdo do
cateter, sobretudo em idosos.

Um notorio caso foi relatado por Brothers et al. (2016) em um paciente
portador de mieloma multiplo. O paciente apresentava uma ferida
hiperqueratotica e hiperpigmentada de dificil cicatrizacdo. Inicialmente, uma
das hipoteses diagndsticas foi de uma infeccdo fungica. Todavia, os autores
concluiram que a lesdo era devido a presenca de carcinoma de células
escamosas que estava mimetizando uma infecgdo fdngica corroborada pelo
isolamento de C. parapsilosis.

Tang et al. (2014), relataram a ocorréncia de 242 episddios de
candidemia em portadores de neoplasias, sendo contatado uma maior
prevaléncia nos portadores de cancer de cabeca, gastrointestinal e de pulméo.
Os autores observaram que a presenca de cateter, exposicdo previa a
antibioticos de amplo espectro e o uso de drogas imunossupressoras foram os
principais fatores de risco na aquisicdo da infeccdo fungica.

Miller e Mejicano (2001) relataram um caso incomum de osteomielite
provocado por C. albicans e uma abrangente revisdo sobre o tema. No mesmo
sentido, Lashof et al. (2011), fizeram uma ampla revisdo sobre endolfitalmite
de origem fangica. Segundo os autores a candidemia pode provocar um
extenso quadro de endolfitalmite, podendo acometer desde a camada mais
superficial da membrana do olho (coriorretinite), como uma lesdo mais
profunda do humor vitreo (endoftalmite).

Entretanto, atualmente as espécies de Candida ndo albicans tem
prevalecido em portadores de neoplasias, sobretudo as hematologicas. Como

principais causas dessa problematica, diferengcas geograficas e, sobretudo, o
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uso profilatico disseminado de azolicos tem sido apontada (PUIG-ASENSIO
et al., 2015).

Para Wang et al. (2015) a epidemiologia da candidiase pode ser
considerado como um evento dindmico. Segundo os autores, as infeccgdes
ocasionadas pelas espécies de C. glabrata e C. Krusei passaram a predominar,
sobretudo, ap6s a profilaxia de base consistir no tratamento com fluconazol.
Por outro lado, foi notado que as espécies Candida parapsilosis e Candida
tropicalis predominaram com a adocdo das equinocandinas para tratamento
profilatico.

Em um caso recente, Ceccarelli et al. (2016) descreveram um episddio
de meningite fangica provocada por C. tropicalis em um individuo
imunocompetente. Os autores relatam que o uso de voriconazol é a primeira
escolha no tratamento de infec¢cGes do SNC. Todavia, apesar do tratamento
adequado com voriconazol, foi notado o ganho de resisténcia por esse
patégeno.

Recentemente, Candida auris tem sido apontada como um importante
patbgeno emergente multidroga-resistente. Paralelamente, essa espécie
frequentemente ¢é identificada erroneamente como Candida haemulonii,
Candida famata e/ou Rhodotorula glutinis pelos sistemas automatizados.
Dados levam a crer que a prevaléncia dessa espécie é subestimada, sendo que
as infeccGes ocasionadas por essa espécie apresentam uma alta taxa de
mortalidade (KATHURIA et al., 2015; CALVO et al., 2016).

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (2017) C. auris
surge como sério problema global que pode provocar doenca grave em
individuos hospitalizados. Apesar de infec¢cdes terem sido relatados em
diversas partes do mundo (Coreia do Sul, India, Africa do Sul, Kuwait,
Colombia, Venezuela e Paquistdo), estudos apontam que os isolados séo
distintos do ponto de vista molecular.

Candida kefyr é um fungo anamorfo, hemiascomiceto holotalico, que
foi inicialmente descrito como Candida pseudotropicalis. Essa levedura tem

merecido especial atengcdo como agente de infec¢cdes sistemicas e de mucosas,
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sendo que os dados apontam que a infeccdo possui origem endogena,
sobretudo do intestino (KHAN et al., 2015).

Uma condicdo clinica importante e frequente em pacientes
hospitalizados se refere aos casos de infec¢gdes do trato urinario por Candida.
Entretanto, se verifica uma escassez de dados epidemioldgicos,
principalmente em pacientes com neoplasias, e sua relacdo com o
desenvolvimento da candidiase invasiva (GEORGIADOU et al., 2013). Tem se
observado que a presenca de candiduria pode ndo vir acompanhada de sinais e
sintomas clinicos (NUCCI, 2000), sendo uma condi¢cdo mais relevante
clinicamente em pacientes que fazem uso de cateter vesical de demora e
individuos imunocomprometidos (REZAI et al., 2017).

E notério a dificuldade de se diferenciar colonizacdo de doenca, uma
vez que ndo existe uma abordagem que realize a distincdo em ambos 0s casos
(MALANI; KAUFFMAN, 2007). Entretanto, em pacientes criticos, os achados
laboratoriais de candiduria devem ser considerados como um importante
indicador de candidemia, sobretudo em pacientes de alto risco (REZAI et al.,
2017). Além disso, a utilizacdo de cateteres de demora e o uso indiscriminado
de antibidticos podem estar intimamente relacionados com o aumento na
incidéncia da candiduria (LUNDSTROM; SOBEL, 2001).

Devido a esses paradigmas, foi sugerido que hd uma relacdo mais
estreita no sentido de infec¢cdo quando a contagem urinaria de col6nias
ultrapassa valores de 1.000 UFC/mL e observado a auséncia de sintomas
(LUNDSTROM; SOBEL, 2001; NICOLLE, 2003). Todavia, em casos
extremos como os relatos de pielonefrite fungica de origem hematogénica
pode resultar em contagens relativamente inferiores a esta (KAUFFMAN;
VAZQUEZ; SOBEL, 2000).

Dentre os agentes fungicos, Candida albicans (50-70%) tem sido a
espécie mais comum, seguida de C. glabrata (20%), C. tropicalis e C.
parapsilosis (ALVAREZ-LERMA et al., 2003; TALAAT et al., 2010). De
acordo com Georgiadou et al (2013), de 136 casos de candiduria em pacientes
com neoplasia hematolédgica, C. glabrata (37%) foi o agente mais frequente,

acompanhada por C. albicans (29%) e C. tropicalis (25%).
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Em uma abordagem mais ampla, Toner et al. (2016) verificaram que de
37.537 casos de infecgdo do trato urinario, 96 foram episodios de candiduria
ocasionados por C. albicans (72%), C. glabrata (11,46%), C. tropicalis
(6,25%) e C. parapsilosis (4,16%). Este cenario representa uma taxa de
incidéncia de aproximadamente 2,6 casos por 1.000. Ainda, foi verificado que
os individuos jovens masculinos e mulheres em uso de cateter foram mais

susceptiveis a adquirirem uma candiduria.

2.4 LEVEDURAS PIGMENTADAS

As leveduras do género Rhodotorula pertencem ao filo Basidiomycota,
ordem Sporidiobolales e familia Incertae sedis. Sao caracterizadas pela
producdo do pigmento Betacaroteno que confere diferentes tonalidades de
bege e vermelho. Elas estdo amplamente distribuidas na natureza, e podem ser
isoladas com certa facilidade do meio ambiente, de alimentos e da pele
humana. S&ao estudadas, principalmente, devido ao seu potencial
biotecnologico na aplicacdo industrial (BISWAS et al., 2001; MALISORN;
SUNTORNSUK, 2009).

Essas leveduras apresentam crescimento rapido (24-48h) e as colbnias
podem apresentar um aspecto liso e/ou mucoso. Ao exame micromorfologico,
podem ser observadas células leveduriformes ovais e esféricas e, em alguns
casos, apresentar capsula. Adicionalmente, ndo sdo leveduras fermentadoras e
possuem a capacidade de degradar a ureia, acdo que é promovida pela
producdo da enzima urease (De HOOG et al., 2002; FELL et al., 2000).

O grupo € polifilético e é composto por aproximadamente 34 espécies
(BISWAS et al., 2001). Destas, Rhodotorula mucilaginosa é a espécie mais
prevalente como patégena de humanos, seguida por R. glutines e
Cystobasidium minutum, que era conhecidoa anteriormente como Rhodotorula
minuta (WIRTH; GOLDANI, 2012). Espécies de Rhodotolula sdo importantes
patégenos emergentes que tem sido frequentemente isolada como agente de

micose. Essas leveduras ja& foram relacionadas a casos de
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endocardite, peritonite, meningite e onicomicose (LOSS et al., 2011; FORES
et al., 2012).

A principal ferramenta de identificacdo de leveduras, em nivel de
espécie, consiste na andlise dos dados barcoding da regido LSU do rDNA.
Entretanto, tem se observado que dentre os casos de infeccdo por
Cystobasidium, apenas Zhou et al. (2014) fizeram uso dessa ferramenta de
identificacdo molecular. Ademias, os métodos de identificacdo de espécies
fenotipicas mostra-se demorada e laboriosa, sendo que geralmente nédo é
empregada no diagnostico de rotina, sendo necessario a identificacdo de
espécies de Cystobasidium por ferramentas moleculares (KURTZMAN, 2011;
ARENDRUP et al., 2014).

Em comparacdo com outras espécies de Rhodotorula, C. minutum ¢é
raramente relatado. Existem apenas dois casos documentados de disseminac¢do
hematogénica descritos para pacientes com virus da imunodeficiéncia
humana-HIV (LEIBOVITZ et al., 1991; GOLDANI et al., 1995). Os outros
relatos foram restritos a pacientes com endoftalmite (GREGORY; HALLER,
1992; PINNA et al., 2001), osteoartrite (CUTRONA et al., 2002), tuberculose
multifocal (THANOS et al., 2006), onicomicose (ZHOU et al., 2014) e dois
casos em pacientes com cancer (LEIBOVITZ et al., 1991; CERIKCIOGLU et
al., 2005).

Kiehn et al. (1992) relataram a ocorréncia de 23 casos de sepse
ocasionados por Rhodotorula associada a CVC em um centro oncol6gico dos
Estados Unidos da América entre os anos de 1985-1989. Apesar da alta taxa
de positividade para os cateteres, em apenas um paciente foi observado
amostra positiva de sangue. Dentre os pacientes, treze receberam terapia
antifangica associada a remocdo do cateter, cinco receberam terapia
antifangica sem a remoc¢do do cateter e cinco pacientes foram submetidos a
apenas a remocdao do cateter.

Cerikcioglu et al. (2005) descreveram um caso acometendo uma
paciente portadora de cancer de utero. A paciente veio a apresentar restricdes
de movimento acompanhada de episodios de dor e edema. O histdrico revelou

estado afebril que evoluiu para episddios de taquicardia, necessitando ser
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submetida a uma cirurgia na articulacdo do quadril. Foram retirados 200mL
de material purulento da lesdo, sendo obtido em cultura um isolado de R.
minuta. Apo6s o diagndstico, a paciente foi tratada com sucesso com
fluconazol (400mg/dia) por 75 dias.

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade, ainda ha controvérsias quanto
ao tratamento a ser utilizado para infecgcOes por esses agentes aos
antifungicos disponiveis atualmente, uma vez que ndo h& breakpoints
preestabelecidos no CLSI (ZHOU et al., 2014). Dessa forma, testes de
susceptibilidade antifungica sdo indispensaveis para a vigilancia clinica e
conhecimento indispensavel sobre a epidemiologia da levedura. Devido a esse
cenario, o tratamento de escolha tem sido a utilizacdo da anfotericina B,
associada ou ndo a flucitosina (ARENDRUP et al., 2014; HSUEH et al.,
2003).

Um fator que pode limitar o tratamento do doente reside em infeccdes
associadas a cateter. Em contraste com a extensa literatura sobre infeccgdes
relacionadas ao cateter de Candida, pouca informacdo ha a respeito de
biofilmes de patdgenos fungicos emergentes, como espécies de Rhodotorula.
Assim, esses dispositivos medicos podem ser responsaveis por uma
porcentagem significativa de infec¢cbes humanas (LEIBOVITZ et al., 1991,
GOLDANI et al., 1995). A formacado de biofilme de células fungicas em
dispositivos médicos é, portanto, um importante fator de viruléncia e
patogenicidade (ARENDRUP et al., 2014), que em casos de infec¢cbes da
corrente sanguinea associadas a cateteres, a remoc¢do do dispositivo ¢é

extremamente recomendada (HSUEH et al., 2003).

2.5 DIAGNOSTICO MICOLOGICO

Os sinais e sintomas exibidos durante um episédio de candidemia séo
inespecificos, representados, sobretudo, por episddios febril, leucocitose e
hipertermia. Todavia, esses achados clinicos sdo inespecificos e apenas uma
parcela dos pacientes exibirdo, em algum momento, algum desses sinais
durante o percurso da doenca (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).
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O diagndstico laboratorial micologico de infecgdes fungicas constitui
um desafio, sobretudo no tocante a detec¢do e identificacdo rapida e precisa
do agente etiologico (HIGASHI et al., 2015). Nesse ambito, algumas amostras
biol6gicas podem ser consideradas representativas no diagnostico dessas
infeccbes como sangue, liquido cefalorraquidiano e sinovial, secrecdo de
abscesso e fragmentos de tecidos (PATEL et al., 2005). Entretanto, estima-se
que os resultados falso-negativos alcancem valores de 40 a 50%, impactando
diretamente a conduta clinica esperada (OLAECHEA et al., 2004). Esses
dados contribuem de maneira significativa no tocante a epidemiologia e
conduta terapéutica adotada (HIGASHI et al., 2015).

Em se tratando da realizacdo de hemocultura para fungos, apesar de
baixa sensibilidade, ainda é a ferramenta mais empregada no diagnostico de
candidemias (KLASTERSKY; AOUN, 2004). Assim, quando ocorrem falhas
no diagnostico pode ocorrer disseminacdo e infec¢cdo generalizada, resultando
em um quadro de sepse. Atrelado a esses fatores, existe a necessidade do
prolongamento da terapéutica resultando em elevados custos hospitalares
(TEIXEIRA-LOYOLA et al., 2013).

Na maioria das vezes, o diagndéstico laboratorial de micoses tem como
base a demonstracdo do agente etiolégico na amostra clinica e o posterior
isolamento do agente etioldgico. Entretanto, salvo raras excecfes, a simples
demonstracdo do fungo na amostra bioldgica é suficiente para o fechamento
do caso, como ocorre no diagnostico de algumas infec¢des fungicas sistémicas
como: (i) a paracoccidioidomicose, com a demonstracdo de leveduras com
brotacdes multiplas, (ii) coccidioidomicose, pela presenca de esférulas e (iii)
histoplasmose, com a presenca de leveduras intracelulares (PAUW et al.,
2008).

O cenério atual das infeccdes por espécies de Candida suscitou a
necessidade de métodos de identificacdo que fossem rapidos e precisos.
Paralelamente, a gravidade da infec¢do decorrente da resisténcia antifingica e
demora no inicio da terapéutica adequada € uma preocupacdo crescente
associada ao risco de morte (COSTA et al., 2010; LIN et al., 2018). Livério et

al. (2017), estudando 29 isolados de Candida estocados na Colecdo de Cultura
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de Leveduras Patogénicas da USP, concluiram que nenhum teste fenotipico,
isoladamente, foi capaz de diferenciar as espécies de C. albicans e C.
dubliniensis. Essa situacdo torna-se mais preocupante, sobretudo, devido ao
fato de que os métodos fenotipicos isoladamente podem nédo ser suficientes

para diferenciacdo dos isolados fungicos em nivel de espécie.

2.6 MECANISMOS DE VIRULENCIA

Uma propriedade inerente a levedura em causar algum efeito patogénico
esta relacionada com os niveis de viruléncia da célula fangica e a interacdo
com os mecanismos de defesa hospedeiro. A patogenicidade do fungo é
multifatorial e mediada, sobretudo, pela capacidade de invadir o hospedeiro e
driblar as defesas imunoldgicas, de se aderir e formar biofilme patogenicos
pelo agente etioldgico e pelo dimorfismo da fase leveduriforme para a
filamentosa (ROMANI, 2004; GIOLO, SVIDZINSKI, 2010; MAYER et al.,
2013). Ainda, a patogenicidade do microrganismo pode ser atribuida a
alteracdes nos niveis de viruléncia dos isolados e/ou falhas no mecanismo de
defesa do hospedeiro. Deste modo, patogenicidade e viruléncia sdo entendidas
como a capacidade de causar doenca e driblar os mecanismos de defesa do
hospedeiro, respectivamente. Como principais fatores de viruléncia, podemos
destacar a producdo de tubo germinativo, dimorfismo fdngico, variacdo
fenotipica, variacdo genotipica, capacidade de aderéncia promovida pelas
adesinas e formacédo de biofilme, producdo de toxinas e exoenzimas (SOLL et
al., 2003; SCHULZE; SONNENBORN, 2009).

Adesio

Um importante fator de patogenicidade do género Candida esta
relacionado a capacidade de adesdo da célula fungica as células do
hospedeiro, dispositivos médicos e superficies inertes, a exemplo de células
epiteliais bucais e da vagina, cateteres venosos, valvulas orgéanicas
(TRONCHIN et al. 1989; LIMA-NETO et al., 2010; MAYER et al. 2013;
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WILLAERT, 2018). Para tanto, a parede celular desempenha um importante
papel na adesdo conferida pela presenca de mananas, glucanas, sacarinas e
adesinas (NIKAWA; HAMADA; YAMAMOTO, 1998).

E notério como a levedura encontra condicdes propicias para se aderir
as estruturas do hospedeiro, como condi¢des Otimas de pH, temperatura,
liberacdo de fluidos biol6ogicos nas superficies corpdreas deficiéncias
imunologicas (HABASH et al., 1999; AGUIRRE et al., 1996; MOLINA et al.,
2012; RAMIREZ-GARCIA et al., 2014). Assim, essa etapa de colonizacdo
representa uma etapa crucial no estabelecimento e manutencdo do processo
infeccioso, podendo ocasionar ainda invasédo tecidual e formacgédo de biofilme
(MAYER et al. 2013; WILLAERT, 2018).

Biofilme flngico

Fatores intrinsecos a levedura sdo fatores chaves do potencial
patogénico do microrganismo e gravidade da micose (YU et al., 2017). Dados
recentes mostram que 65-80% das infec¢cdes microbianas em humanos sdo
resultantes de biofilmes patogénicos. Apesar de o biofilme formado por
espécies de Candida ser um dos principais fatores de viruléncia, ele ainda néo
é totalmente compreendido. Ademais, o tratamento destas infec¢des torna-se
mais complexo devido a formacdo deste biofilme, que conduz a resisténcia a
uma ampla variedade de agentes antifungicos (BONHOMME; D’ENFERT,
2013; SARDI et al., 2013; BORGHI; BORGO; MORACE, 2016).

Os biofilmes apresentam afinidade por superficies bidticas e inertes e
podem ser constituicdo primaria mono ou polimicrobiana, exibindo um alto
nivel estrutural de organizacdo. E importante frisar, também, que os biofilmes
mono-microbianos sdo formas incomuns na natureza, sendo natural a
existéncia de uma comunidade plural de células vivendo em associacdo
(DAVEY; O’TOLLE, 2000). Varios fatores tém sido elucidados quando aos
mecanismos de formacdao do biofilme. Sabe-se que a célula fangica utiliza-se

de uma maquinaria celular refinada, conhecido por quorum sensing (QS), para
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o controle da morfogénese, formacdo do biofilme e disseminagdo dessa
estrutura complexa (KRUPPA 2008).

O biofilme apresenta uma interface bastante complexa, sendo que
durante sua formacdo algumas etapas sdo tidas como fundamentais. Sendo
assim, em um primeiro momento, é fundamental que a célula-mé&e do biofilme
possa se aderir a superficie livre. Essa célula apresenta diversos mecanismos
auxiliares para que ocorra a adesdo, como adesinas e interagfes eletrostaticas
ndo especificas. Curiosamente, esse primeiro contato pode ser perdido e a
célula aderida ser liberada. Apo6s esse momento, a célula passara a liberar
substancias mantedoras da adesdo e inicio da formacdo de micro colénias que
irdo coalescer. Em seguida, tem-se o biofilme que apresenta uma arquitetura
complexa formada por estruturas do fungo, matriz polimérica, poros e canais
de dgua que permitem o fluxo de nutrientes e metabdlitos. O ultimo estagio
do biofilme consiste no deslocamento e liberagdo de estruturas do biofilme,
como células de leveduras, que pode ocorrer em condi¢cOes desfavoraveis.
Essas células livres sdo altamente especializadas e capazes de originar um
novo biofilme (CHANDRA et al. 2001; MONROE, 2007).

Biofilmes patogénicos (BP) formados por espécies de Candida, em
especial C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis, constituem
um sério risco a vida do paciente. Nesse ambito, foi observado que a
composicdo dos dispositivos favorece a capacidade de se aderir e formar BP
pela mediacdo das adesinas do fungo (CUELLAR-CRUZ et al., 2012).

Biofilmes de espécies de Candida tem origem na adesdo da superficie
pelo fungo, dando origem ao crescimento e formacdo de uma complexa rede
formada por elementos fangicos e matrix extracelular (Figura 1). Biofilmes
sdo capazes de evadir da resposta imunoldgica do hospedeiro e contra agentes
antifungicos (NEGRI et al., 2012). Esses dispositivos sdo um agravante a
salde do individuo, uma vez que podem influenciar a manutencdo do processo
infeccioso. Como exemplo, tem-se os casos de candidemia relacionados com a
presenca de cateter e confirmada pelo isolamento do agente etioldgico
(VISCOLI et al., 1999). Os casos de candidemia quando associados a

presenca de cateter de demora sdo uma situacdo preocupante. Diante dessa
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problematica é sugerido que o cateter infectado seja removido e substituido
por um novo dispositivo. Esse processo possui um elevado custo, prolonga o
periodo de hospitalizacdo e, em alguns casos, pode representar um risco a
salde do paciente (KO et al., 2010). Contudo, em situacdes especificas, a
simples remogdo do cateter aliada ao bom estado imunoldgico do paciente
pode conduzir a cura clinica (INACIO et al., 2019).

Fatores como a modulacdo da resposta imunoldgica e a capacidade de
sobreviver dentro das células de defesa do organismo, a exemplo dos
fagdcitos, sdo importantes na sobrevida do agente infeccioso (CHAFFIN et
al., 1998; JONG et al., 2001).

Chandra et al. (2001), ao analisar a interacdo de leucdcitos com
biofilmes formados, notaram a existéncia de uma resposta imunoldgica
variada das células da linhagem mononuclear do sangue, com a producédo de
altos niveis das interleucinas IL-1B, IL-10 e Proteina Quimiotatica de
Monécitos-1 (MCP-1). Um fato curioso constatado foi que houve efeito
sinérgico na formacdo do biofilme ocorrido pela migracdo das células
mononucleares do sangue, sem a ocorréncia do fendbmeno de fagocitose e/ou
morte das células do biofilme, acarretando a sua proliferacdo e aumento da
espessura.

Uma possivel explicacdo para o fenbmeno acima descrito pode ser
fundamentada no ndo reconhecimento das células de levedura que compbe o
biofilme. Paralelamente, a resposta humoral se mostra ineficaz, uma vez que
as interacbes ligantes das citocinas ndo possuem qualquer influéncia na
ativacdo de polimorfos nucleares (PMN) (KATRAGKOU et al., 2011).

Estudos tem demonstrado que a célula fungica pode ser capar de
promover a regulacdo de genes relacionados com a adaptacdo oxcidativa,
sobretudo a acdo promovida pelo 6xido nitrico (HROMATKA et al., 2005). O
sequestro de ferro também assume uma importancia vital para o sucesso da
infeccdo promovida pela levedura, uma vez que essa é capaz de sequestrar
ferro da transferrina (CHAFFIN et al., 1998). Além do biofilme, outros
fatores tém se mostrado cruciais no escape da célula fangica, como a

expressdo de genes de viruléncia.
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Figura 1: Desenho esquematico demonstrando as etapas de formacdo do biofilme de
Candida e mecanismos de resisténcia.
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Fonte: BORGHI; BORGO; MORACE, 2016

Genes de GAL

Apesar de os fatores de viruléncia serem modulados geneticamente,
sabe-se que a sua expressdo esta condicionada a variantes ambientais e
intrinsecos do microrganismo, como o teor nutricional, disponibilidade de
oxigénio e temperatura Otima a que o fungo esta exposto (LACAZ et al.,
2002).

Os genes envolvidos no metabolismo da galactose (Galactoquinase,
galactose-1-fosfato uridil transferase e UDP-glicose-4-epimerase) séo
bastante conservados, sendo que em C. albicans estdo localizados no
cromossomo 1. Nessa espécie, a galactose é metabolizada (via de Leloir) por
meio das enzimas GAL, onde h& a conversdo da beta-D-galactose em alpha-D-
glucose-1-phosphato. Entretanto, em C. albicas a enzima GAL102 ¢
responsavel por converte o carboidrato alpha-D-glucose-1-phosphate em
UDP-galactose, na auséncia da galactose, como demonstrado na Figura 2
(Candida GENOME DATABASE, 2017). Uma explicacdo para esse fendmeno
pode estar relacionada com a capacidade de expressdo do gene GAL10 através
de fatores transcricionais, como o composto N-acetilglucosamina (GIcNAc)
que também € responsavel pela ativacdo de genes regulados pela galactose
envolvidos na indugdo da fase micelial, como GAL1 e GAL7. O componete

GIcNAc atua diretamente na sinalizagdo de AMP ciclico (cAMP) podendo



39

desencadear a formacdo de hifas e, modular a inducdo de genes necessarios
para catabolizar o GIcNAc (GUNASEKERA et al., 2010).

Figura 2: Via de Leloir
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Ao que tudo indica, o gene GAL10 tem um papel fundamental em
Candida, a sendo que regido putativa homologa UDP-glucose 4-epimerase ja
foi descrita em Candida albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis e C.
orthopsilosis (NCBI, 2019).

Em modelo experimental de candidiase sistémica, foi demonstrado que
o0 silenciamento do gene GAL102 resultou em uma maior sensibilidade as
drogas antifingicas e a agentes desestabilizadores da parede celular. Os
biofilmes mutantes formados também se mostraram menos compactos. A
analise das mananas da parede celular de isolados de C. albicans privados do
gene GAL102 revelou que um dos principais constituintes da manana esta

ausente e o componente fosfomanana conhecido por seu papel na viruléncia
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estda notavelmente reduzido. Evidenciou-se, assim, que a arquitetura,
composi¢cdo da parede celular e a viruléncia de C. albicans é alterada pela
presenca de mananas, que corresponde a 3% do peso seco do material
polimérico extra-celular do biofilme (SEN et al., 2011).

As enzimas GAL10 fazem parte do grupo de proteinas denominadas de
familia de cadeia curta deidratase/redutase (JORNVALL et al., 1995). Essas
proteinas apresentam como caracteristica principal a presenca de um cofator
rico em glicina ligado a porcdo motif N-terminal ao catalizador motif
YXXXK (LI et al, 2006).
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3 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi submetida para analise ao Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do CCS/UFPE e da Sociedade Pernambucana de
Combate ao Céancer, tendo inicio apenas mediante sua aprovacdo. Esta
pesquisa ndo trouxe riscos diretos ao paciente, sendo estes minimizados
através da informacdo ao paciente sobre os objetivos do estudo e através de
realizacdo de procedimentos para obtencdo das amostras por profissionais
habilitados. Os individuos envolvidos direta e/ou indiretamente na pesquisa
além de serem beneficiadas diretamente com o diagndstico, também
forneceram subsidios para obtencdo de conhecimentos maiores sobre
infeccdes fangicas. Adicionalmente, foi assegurado aos centros participantes
da pesquisa de que ndo teriam nenhum tipo de despesa material ou financeira
durante o desenvolvimento da pesquisa. Os preceitos éticos preconizados na
resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CONEP) e na declaracao
de Helsinki foram respeitados, constando as informagdes pertinentes as
condutas éticas da pesquisa constam no TCLE.

Desenho do estudo

Este é um estudo observacional do tipo descritivo, que incluiu casos de
micoses em pacientes portadores de neoplasias malignas atendidos no periodo
de janeiro de 2016 a dezembro de 2017.

3.2 LOCAL DE COLETA

As coletas foram realizadas em pacientes portadores de neoplasias
atendidos no Servi¢co de Oncologia do Hospital das Clinicas-HC/UFPE e no
Hospital de Céancer de Pernambuco (HCP). Foram realizadas coletas de

amostras bioldgicas a critério médico em pacientes com suspeita de infecgdo
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fungica. Paralelamente, foram colhidas informac¢des clinicas a partir dos

prontuarios dos pacientes no periodo de janeiro de 2016 a dezembro de 2017.

3.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras clinicas (a critério médico) foram obtidas de pacientes com
quadros oncoldgicos e que apresentaram hipoOtese diagndstica de micoses. As
amostras bioldgicas foram processadas para realizacdo do diagndstico
laboratorial micoldgico, compreendendo a realizacdo de exame microscopico
e cultura. Este procedimento foi realizado no laboratério de Micologia
Médica de Departamento de Micologia da UFPE.

Foram coletadas informacdes clinicas e biodemograficas a partir dos
prontuarios dos pacientes, sendo incluidos no estudo todos os pacientes
portadores de quadros oncoldgicos com diagnostico de infeccdo fungica. Os
dados foram coletados em fichas proprias discriminando o género, idade,
historico de tratamento antifungico e més e ano da coleta das amostras

bioldgicas.

3.4 REALIZACAO DO DIAGNOSTICO MICOLOGICO

O diagnostico micologico foi realizado através da preparacdo de
lamina, quando possivel, para evidenciacdo de estruturas fungicas em
parasitismo. Desta forma, as amostras foram preparadas a fresco.
Concomitantemente, as amostras foram semeadas em meio agar Sabouraud
(DIFCO) adicionado de cloranfenicol (50mg/L), e mantidas a temperatura de
28 e 37°C por um periodo de até 15 dias. Ap6s a obtencdo do agente
etioldgico, este foi purificado e identificado atraves de taxonomia cléssica e

molecular.

3.5 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS DE LEVEDURA

Identificacdo presuntiva através do CHROMOAgar Candida
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Os isolados foram repicados em SDA e incubados a 37°C por 24h. Em
seguida, foi realizado um novo repique no meio seletivo/diferencial
CHROMagar Candida® (Probac do Brasil, Brasil) e as placas incubadas a 37°
por até 48h. As leveduras foram identificadas presuntivamente por meio da
coloracdo e aspecto da cultura (e.g. verde: C. albicans; azul: C. tropicalis;
rosa rugora: C. krusei; rosa lisa: C. parapsilosis e lilas: C. glabrata)
(ARAUJO et al., 2005).

Identificacdo cléssica

As leveduras foram identificadas por meio da fenotipagem classica
baseada nas caracteristicas macroscépicas, microscopicas e fisiolégicas dos
agentes etiolégicos (BARNETT; PAYNE; YARROW, 2000; De HOOG;
GUARRO, 2000; DEVADAS et al., 2017).

Morfologia das células de leveduras crescidas em meio de cultura

Os aspectos morfologicos das células de levedura foram avaliadas pelo
crescimento em meio sdlido. Os isolados foram repicados em meio &gar
Sabouraud e incubadas por 48h a 30°C. Ap6s o crescimento, foram
confeccionadas laminas contendo o corante azul de Aman (Lactophenol blue),
sendo verificado os aspectos morfoldgicos das células de levedura (e.g.
esféricas, elipsoidal, ovoide, cilindrica) e os aspectos da cultura (LACAZ et
al., 2002).

Capacidade de hidrolise da Uréia

Culturas com até 48h de crescimento foram semeadas em &gar Uréia
Christensen e incubadas a 30°C por até trés dias. Os tubos foram examinados a

fim de verificar a mudanca na alcalinidade do meio conferida pela mudanca de
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cor do amarelo para o vermelho, sendo este indicador da produgdo da enzima
uréase (LACAZ et al., 2002).

Assimilacdo de fontes de carbono e de nitrogénio

O teste para aferir a capacidade de assimilacdo de fontes de nitrogénio
para os isolados de levedura foi realizado segundo Devadas e colaboradores
(2017). Inicialmente, foi preparado 18mL de meio basal (6,75% de Yeast
Nitrogen Base [YNB] e agar a 2%) em tubos de ensaio e 2mL de solucdo do
carboidrato a 10%. Em seguida, a solucdo dos carboidratos foi dispensada
separadamente no tubo de ensaio e 0 meio autoclavado. Apds a esterilizacdo, o
meio basal contendo os acgUcares foi dispensado separadamente em placas de
Petri e 0 meio deixado em repouso até a solidificacao.

Os isolados de levedura foram repicados e incubados por 24h a 37°C
sendo, em seguida, preparado suspensfes das células de levedura, ajustadas a
0,5 na escala de MacFarland, em tampdo PBS. Em seguida, 10uL de cada
suspencdo de células de leveduras foram dispensados em pontos equidistantes
nas placas de Petri contendo as fontes de carbono. As placas foram incubadas
a 37°C por 48h, sendo a leitura do teste realizada pelo padrdo de crescimento
dos isolados no meio basal contendo os carboidratos e a fonte de nitrogénio.
Como controle negativo do teste, foi utilizado meio basal isento de
carboidratos e de fonte de nitrogénio. A capacidade de assimilacdo foi
interpretada como positiva quando houve crescimento e negativa pela auséncia

de crescimento (Indculo translicido e/ou opalescente).

Zimograma

O teste para analise da capacidade de fermentacdo de fontes de carbono
foi realizado em tubos de vidro (150mm x 12mm), contendo em seu interior
tubos de Durham invertidos (50mm x 6mm). A cada tubo de ensaio foram
adicionados 10mL de solucédo basal contendo extrato de malte (0,5%), fonte de

carbono a ser testada (4%) e 100uL da suspensdo de cada isolado de levedura,
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com a referida suspensdo ajustada a 0,5% na escala de MacFarland. Os tubos
foram incubados a 30°C por até 10 dias. O teste foi acompanhado diariamente,
sendo verificado os indicios de fermentacao pela levedura (Formacédo de gas no

interior dos tubos de Durham).

Identificacdo molecular

Para confirmacdo taxonémica, o DNA dos isolados foi extraido segundo
Indcio et al. (2016). A massa celular foi obtida de culturas crescidas em meio
Sabouraud Dextrose Agar (40g/L de glicose, 18g/L de agar e 10g/L de
peptona) a 37°C por 24h. Apo6s esse periodo, a massa celular foi transferida
para tubos de extracdo contendo pérolas de vidro e 500uL do tampdo de
extracdo (CTAB 2%, NaCl 1,5M, 100mM de Tris-HCI, 20mM de EDTA e
polivinilpirrolidona 1%). As células foram previamente congeladas a -20°C
por 24h para vitrificagcdo da parede celular. A parede celular da levedura foi
rompida por agitacdo (5,5 m/s por 60s) em aparelho FastPrep® (BIO 101,
Farmingdale, New York, USA) e incubadas a 65°C for 10min. Em seguida, o
lisado celular foi tratado com mesmo volume de solugdo de Cloroférmio
alcool-isoamilico (24:1) e o material centrifugado a 13000g por 10min. O
sobrenadante foi transferido para tubos limpos, sendo entdo adicionada
mesma proporcdo de isopropanol gelado para precipitacdo do DNA a -20°C
por até 30min. Apos esse periodo, a amostra foi centrifugada (13000g por
10min), sendo o pellet de DNA lavado com etanol 70% e seco a 37°C em
estufa. Ao final do processo, o DNA foi ressuspendido em 50ul de d4gua MiliQ
e mantido a 4°C até o momento das analises.

Para identificacdo das espécies foram realizadas rea¢des de PCR
convencional utilizado os seguintes primers espécie-especifico: Candida
albicans (CA, 5'- TCAACTTGTCACAGATTATT-3"), C. tropicalis, (CT, 5°-
AAGAATTTAACGTGGAAACTTA-3’), C. krusei (CK, 5'-
GATTTAGTACTACACTGCGTC A-3'), C. glabrata (CGLA, 5'-CAC GAC
TCG ACA CTT TCT AAT T-3") e ITS4 (5°- TCCTCCGCTTATTGATATGC -
3’) como complemento reverso (WHITE et al., 1990; LI et al., 2003). Ainda,
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foram utilizados primers para as espécies do complexo Candida parapsilosis,
como: C. parapsilosis (CPAF, 5 — TTTGCTTTGGTAGGCCTTCTA - 37
CPAR, 5' - GAGGTCGAATTTGGAAGAAGT - 3", C. ortopsilosis (CORF, 5’

- TTTGGTGGCCCACGGCCT - 3’ CORR, 5’ -
TGAGGTCGAATTTGGAAGAATT - 3’) e C. metapsilosis (CMEF, 5°
TTTGGTGGGCCCACGGCT - 3’ CMER 5’ -

GAGGTCGAATTTGGAAGAATGT - 3’) (ASADZADEH et al., 2009).

Para os isolados de levedura que ndo possuem primers espécie-
especifico correspondente, foi adotado o sequenciamento parcial do dominio
D1/D2 da regido LSU (28S) do rDNA utilizando os primers NL1 (5" -
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3" e NL4 (5 -
GGTCCGTGTTTCAAGACGG - 3') (KURTZMAN; ROBNETT, 1998). Todas
as reacdes de PCR foram realizadas em volumes finais de 12,5 pL contendo
7,45uL de ddH20O, 1pL de cada primer (5 pmol), 1,25 pL do tampdo da PCR,
0,5 pL de MgCl2 (50mM), 0,25 pL de dNTP (10mM), 0,05 puL de Taqg DNA
polymerase 5U (Invitrogen, Brasil) e 1uL de DNA molde.

Os parametros utilizados nas reacbes de PCR consistiram de
desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min, realizada em 35 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 30s, anelamento a 57°C por 30s, extensdo a 72°C por 30s e
extensdo final a 72°C por 10 min. Ao fim do processo, as amostras foram
montadas em parafilme (5uL do produto da PCR, 2uL GLB e 2 puL GelRed) e
submetidas a eletroforese (100v por 20min) em gel de agarose a 1%, para
quantificacdo dos produtos da PCR. Os produtos da PCR foram purificados
por meio do kit GenJET PCR Purification (Fermentas, UK) e os fragmentos de
DNA genbmico sequenciados na Plataforma de sequenciamento-
LABCEN/CCB (UFPE) segundo protocolos preestabelecidos utilizados pelo
laboratdrio parceiro.

As sequéncias consenso foram obtidas por meio do programa
Sequencher 4.7, sendo as sequéncias de nucleotideos submetidas a ferramenta
BLAST do GenBank (National Center of Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para busca por sequencias similares. As

sequencias obtidas nesse estudo foram alinhadas com as sequencias de
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confianca depositadas no banco de dados e analisadas filogeneticamente com
0 auxilio do programa MEGAT7.

3.6 AVALIACAO QUANTO A CAPACIDADE DE ADERENCIA E
FORMACAO DE BIOFILME

3.6.1 Teste de aderéncia as células epiteliais

Os ensaios de aderéncia foram baseados nos trabalhos de Kimura e
Pearsall (1978), Sobel et al. (1981) e Kearns et al. (1983). As células epiteliais
foram coletadas da cavidade bucal de doador jovem, clinicamente saudavel. As
suspensdes celulares foram mantidas a baixa temperatura (4°C) em tampao
fosfato (PBS), até o momento das anélises.

Células epiteliais foram obtidas por meio de uma breve debridacdo da
mucosa oral com auxilio de swab e, em seguida, as células foram transferidas
para tampao PBS. As células foram lavadas trés vezes com o mesmo tampéao
(2.000rpm por 5 minutos) e ressuspendidas a uma concentracdo final de 4 X
10%cels/mL.

As leveduras foram semeadas em meio agar Sabouraud suplementado com
0,5% extrato de levedura e mantidos a temperatura de 37°C por 24h. Em
seguida, foram preparadas suspensdes de células de leveduras (0,5 na escala de
McFarland) em tampédo PBS, sendo entdo lavadas trés vezes com 0 mesmo
tampdo (2.000 rpm por 10 minutos) e ressuspendidas a uma concentracédo final
de 2 x 107 cels/mL. Apds a lavagem das células de leveduras e das células
epiteliais, estas foram examinadas quanto a viabilidade e integridade para
avaliacdo de possiveis alteracdes em funcdo das lavagens.

Apbs estas etapas, as suspensdes das culturas de leveduras (100uL) e das
células epiteliais (100uL) foram misturadas e mantidas sob agitacdo durante
duas horas. Apés esse periodo, foram preparadas laminas, coradas com azul de
Amam, e realizada a microscopia Otica para avaliacdo da aderéncia das
leveduras as celulas epiteliais. Os resultados foram expressos pela média

aritmética de dez campos onde foram avaliadas 100 células epiteliais com
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relacdo a percentagem de sua A&rea superficial aderidas pelas leveduras e
graduada como forte aderéncia (F) para adesdo entre 50% a 100% da area de
superficie, fraca aderéncia (f) para adesdo até 49% e sem aderéncia visivel (0).

As analises foram realizadas em triplicata para cada isolado.

3.6.2 Capacidade de formacéao de biofilme

O método para se avaliar a capacidade de formacdo do biofilme foi
adaptado de Pfaller et al. (1995) e Ruiz et al (2013). As leveduras foram
cultivadas em Sabouraud dextrose agar por 24h a 37°C. Apds o crescimento das
culturas, foram preparadas suspensdes de células de levedura em 5mL de
RPMI-Hepes 1640 e a turbidez ajustada a 0,5% na escala de MacFarland
usando espectrofotémetro (Thermo Scientific, USA). Em seguida, 100uL de
cada suspencdo foi inoculada, em triplicata, em pocos de placas de poliestireno
de 96 pocos e incubadas a 37°C por 1,5h sob rotagdo (75rpm). Ao fim do
periodo, as células nao aderidas as placas foram removidas atraves de lavagens
com tampédo PBS. Posteriormente, foi adicionado 200puL de RPMI-Hepes 1640
aos pocos e as placas incubadas por 24 e 48h.

A atividade metabdlica do biofilme foi determinada com o reagente MTT
(SITTAMPALAM et al., 2004). Dessa forma, as placas contendo os biofilmes
foram inoculados com 20pL do MTT-PBS, ao abrigo da luz, e incubadas por 2h
a 37°C. Em seguida, o liquido presente no interior dos pocos foi desprezado e
adicionado 200pL de isopropanol absoluto, sendo a placa mantida em repouso
por 15min. Em seguida, foram transferidos 100 pL de cada micropoco para
uma nova microplaca sendo a atividade formadora de biofilme avaliada pela
diferenca de densidade éptica entre o biofilme formado e o poco controle, pela
leitura em leitor de Elisa ajustado com comprimento de onda de 570nm.

Os ensaios para cada isolado foram realizados em triplicata, e os dados
obtidos foram tratados estatisticamente por meio do programa Prism GraphPad
5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Ademais, os dados foram
avaliados através de analise de variancia por meio da ANOVA e teste de Tukey

com nivel de significancia P<0,05.
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Os biofilmes foram classificados como baixa, moderada e forte atividade
metabolica (BAM<0,097, MAM=0,097-0,2 e AAM>0,2) segundo Marcos-
Zambrano et al., 2014b.

3.7 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO GENE GAL102
3.7.1 Deteccédo do gene GAL102

Desenho dos primers:

Foram desenhados os primers para os ensaios de deteccdo e expressdo do
gene GAL102. Para tanto, sequencias do gene de interesse de C. albicans
(Ca22chr1lA_C _albicans_SC5314 e C_albicans_SC5314 actin_ACT1) foi
baixada do banco de dados do Candida Genome Database
(http://www.candidagenome.org/). Os primers foram desenhados por meio da
ferramenta Primer-BLAST do NCBI, utilizando o0s seguintes parametros:
Tamanho dos produtos da PCR, quantidade de primers de interesse,
temperatura de anelamento do primer e microrganismo alvo.

Foram realizadas buscas no banco de dados do BLASTn-NCBI para
garantir a especificidade do primer obtido com o gene alvo do genoma de
Candida albicans, garantindo assim que sdo Unicos. Foram realizadas reacdes
de PCR e qPCR para testar a eficiéncia dos primers de deteccdo e expressao

genica, respectivamente (Tabela 1).

Ensaios de deteccdo do gene GAL102

Os isolados foram repicados em tubos de ensaio contendo o meio
Sabouraud Dextrose Agar e mantidos a 37°C por 24 horas. O DNA foi extraido
segundo o método proposto por Inacio et al. (2016). O DNA foi quantificado
através da eletroforese em gel de agarose utilizando marcadores de peso
molecular A. O DNA ap06s extraido foi armazenado a -20°C até o momento das
analises (SAMBROOK et al., 2001; MASSIRER et al., 2004).

Para as reacOes de amplificacdo foram utilizados o0s primers

desenvolvidos por Rigicova et al. (2010) e Sen et al. (2011). Além disso,
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prmers adicionais foram desenhados por meio da plataforma primer-BLAST
do National Center for Biotechnology Information-NCBI da U.S.E National
Library of Medicine, utilizando sequéncias de referéncia (NCBI, 2019), como

demonstrado na tabela 1.

Tabela 1: Relacdo dos Primers do estudo.

Primer Sequéncia Autor
ACT1 F: 5-CTCTTCTGGTAGAACCACCGGTAT-3' Ricova et al.,
R: 5-TAAAGAGAAACCAGCGTAAATTGGA-3' 2010
Caput Gall0 | F: 5’-GGGATCCCAACTTGACCTTAAAGG-3’ Sen et al., 2011
R: 5’-CAGTTCATGGCAAGGGAACC-3’
ACT1 F: 5-GGTGATGAAGCCCAATCCAA-3'
R: 5'-TGGAGCTTCGGTCAACAAAA-3'
G1102s) F: 5'-AAGTGCACCTTAATAAACGGGA-3'
R: 5-CAGTTCATGGCAAGGGAACC-3'
G1102¢s) F: 5°-CAGCCATTGATAGCTTGTTGTTG-3"
R: 5°-ACAACTGCTTGACTCTCCCA-3’
G1102 o) F:5- AACTTGCATGGTGGTGCAAA-3’
R: 5'-GGTGCACTTTTGATCGTTAGTT-3' Inacio, C.P.
RT gqPCR F: 5'-GTTTCTGCGTGGAACCAAGT-3' 2019
Gl102¢ R: 5'-GCTATCAATGGCTGTTCATATGTT-3'
RT gqPCR F: 5-ATGTGGTTTCTGCGTGGAAC-3'
Gl102s) R: 5'-GCTATCAATGGCTGTTCATATGTTA-3'
RT gPCR F: 5-AGTGCACCTTAATAAACGGGA-3'
Gl102(s) R: 5'-AGCTGACAATTTACTTAGACCTGG-3'
RT gPCR F: 5-AAGTGCACCTTAATAAACGGGA-3'
Gl102¢) R: 5'-AGACCTGGTACAAGTTCATTTTGA-3'

Foram utilizados os seguintes componentes nas reacbes de PCR, com
volume final de 12,5 pL: tampdo de reacdo 1x (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI
50 mM), MgCl,, 2,5 mM, dNTP 0,2 mM, iniciadores 0,5 uM cada, Tag DNA
polimerase 0,04 U/uL (Invitrogen Life Technologies) e 20 ng de DNA. As
condi¢cbes de PCR foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos (1 ciclo),
94°C por 30 segundos, 52°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos (35 ciclos) e
extensdo final a 72°C por 5 minutos (1 ciclo).

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose (1%), a 3 V/cm de distancia entre os eletrodos em tampédo de corrida
1X TAE (pH 8,0), sendo utilizando o marcador de peso molecular 1KB-Plus
DNA lader. O gel foi visualizado em transluminador de ultravioleta e

fotografado utilizando maquina digital.
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De cada espécie de Candida isolada, a cepa que apresentou 0s maiores
resultados, quanto a viruléncia, dentre os pardmetros avaliados (aderéncia e
formacdo de biofilme) e presenca do gene GAL102 foi selecionada para a

analise da expressdo.

3.7.2 Extracdo e quantificacdo do RNA

A extracdo do RNA das células do biofilme foi realizada segundo o
método do Hot Acidic Fenol, segundo Ausubel et al. (2000). Os ensaios de
formacédo de biofilme foram realizados em placas de poliestireno de 6 pocos,
sendo analisados os tempos de 1,5h, 24h e 48h. Foram utilizados 3 isolados
de Candida albicans. Ap6s a lavagem do biofilme com tampdo PBS, em agua
DEPC, a matrix do biofilme formado foi removida com auxilio de Cell
Scraper ressuspendida em tampdo PBS H,O-DEPC e transferida para tubos
eppendorf de 1,5mL.

A matriz do biofilme foi concentrada por centrifugacdo (15.000g por
3min) a 4°C e o sobrenadante desprezado. Em seguida, o pellet formado foi
congelado a -80°C por 30min (a amostra pode ser mantida indefinidamente
nessas condicdes) e ressuspendido em 200uL de tampéo de extracdo (0,5% de
SDS, 10mM de Tris-Cl, pH 7.5 e 10mM de EDTA). A cada amostra foi
adicionado 200 pL de fenol acido (pH 5), sendo a suspensdo vortezada por
10s e incubada a 65°C por 30min (Vortezar brevemente a cada 10min).

Ao fim do periodo de incubacdo, as amostras foram mantidas em gelo
por 5min e centrifugadas a 10.000g, por igual periodo, a 4°C. Na etapa
seguinte, foi possivel visualizar trés fases, consistindo da fase inferior,
formada por detritos, uma intermediaria contendo DNA e a porc¢do superior,
contendo o RNA. Esta ultima fase foi transferida para tubos eppendorf
limpos, sendo adicionado mesma propor¢do de fenol &cido e a amostra
vortezada e centrifugada a 10.000g por 5min a 4°C. Novamente, foi
recuperado a fase aquosa superior para tubos limpos e adicionado igual
propor¢cdo de cloroférmio, sendo entdo a amostra vortezada e centrifugada a
10.000g por 5min a 4°C.
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Ao fim do processo, a fase aquosa superior foi transferida (~ 100 pL)
para tubos de 600uL, sendo adicionado 20pL de acetato de sdédio, pH 6, e 480
pL de etanol absoluto a -20°C para precipitacdo do RNA. Os tubos foram
centrifugados a 10.000g por 10min a 4°C e o pellet formado foi lavado com
etanol 70% a -20°C. Por ultimo, as amostras foram centrifugadas (10.000g por
5min a 4°C), sendo o etanol desprezado e o pellet seco por 10min a
temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido em H>O-DEPC e eluido a
65°C por 10min. Em seguida, a integridade do RNA foi avaliada através de
eletroforese em gel de agarose (1%) desnaturante (Hipoclorito de s6dio a 2%)
com tampdo TBE 1X (Tris base 0,089M, Acido bé6rico 0,089M e EDTA
0,002M pH 8,0) utilizando o marcador 1kbPlus DNA ladder.

ApoOs a extracdo, o RNA foi tratado com DNAse | (Invitrogen, Foster
City, California, USA), segundo recomendacGes do fabricante, para eliminar
resquicios de DNA na amostra. Ademais, a qualidade e a quantificacdo do
RNA total extraido foi aferido a partir dos indices de absorbancia das
amostras (A2eo/A280), através de espectrofotometria em NanoDrop (Thermo

Scientific). O RNA foi entdo mantido a -80°C até o momento das anéalises.

3.7.3 RT-PCR e PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

A producdo do cDNA, a partir do RNA total, foi realizada através do kit
M-MLV Reverse Transcriptase (PROMEGA-Madison, Wisconsin, USA)
segundo recomendacbes do fabricante. O cDNA obtido foi conservado a -
80°C, até a realizacdo da qPCR. Os cDNAs do gene GAL102 com o gene
constitutivo ACT1, foram amplificados através do sistema de amplificacdo
SYBR™ Green PCR Master Mix, no aparelho ABI 7500 fast (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA), em volumes finais de 12 pL, sendo 0s
testes realizados em triplicata. Para a amplificacdo do cDNA, o processo
seguiu com um ciclo inicial de 2 min a 95°C, e 30 ciclos de 95°C por 1min,
57°C por 1 min e 72°C por 1min. A analise dos dados foi realizada pelo
programa 7500 Software v 2.0.6 (Applied Biosystems, Foster City, CA EUA).

Os parametros fornecidos nos ciclos Cycle threshold (Ct) e as curvas de
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melting foram utilizadas para validacdo do primer e do experimento.
Adicionalmente, a determinacgdo da eficiéncia do primer foi aferida através da
formula: E=Ctf/Cti x 100, sendo considerados valores >90%.

A expressdo do gene alvo foi analisada nos tempos de 2 (Etapa de
adesdo) e 24-48 horas de formacédo do biofilme, sendo considerados os valores
relativos da curva Ct (Bustin, 2000; Livak e Schmittgen, 2001). Foram
efetuadas amplificacbes do gene GAL102, sendo o coeficiente de exprecdo
avaliado em relacdo ao gene constitutivo e adesdo celular e pela diferenca dos
Ct do gene alvo e do gene constitutivo (Livak e Schmittgen, 2001).

Os testes foram realizados em duplicata técnica e triplicata bioldgica,
sendo o coenficiente de expressdo determinado seguno o método de expressdo
relativa (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).
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4 ANALISE E DISCUSSAO DOS DADOS

No periodo de janeiro de 2016 a dezembro de 2017 foram atendidos um
total de 495 pacientes portadores de neoplasias malignas, provenientes do
Hospital das Clinicas-UFPE (n=12/495 pacientes, 2,4%) e do Hospital de
Céncer de Pernambuco (n=483/495 pacientes, 97,6%). Deste universo, foram
incluidos no estudo um total de 41 (8,28%) pessoas por apresentaram, em
algum momento do internamento hospitalar, um quadro de infeccdo provocado
por leveduras. Esses individuos apresentaram varias desordens neopléasicas,
destacando-se o carcinoma (n=13/41, 31,7%), adenocarcinoma (n=6/41,
14,6%), sarcoma (n=5/41, 12,2%) e leucemia (n=4/41, 9,75%) (Tabela 2).

Dentre as espécies de leveduras isoladas, observou-se uma incidéncia
maior para as espécies de Candida ndo-Candida albicans, sendo recuperadas a
partir das amostras clinicas 18 isolados de C. tropicalis, 17 de C. albicans, 4
C. glabrata, 4 C. parapslosis, 1 C. krusei, 1 C. pelliculosa e um isolado de
Cystobasidium minutum. Essas espécies foram isoladas de amostras clinicas
diversas, sendo obtidos a partir do sangue dos pacientes (n=20/41, 48,8%),
seguidos de cateter (n=10/41, 24,4%), urina (n=5/41, 12,2%) e outros
materiais bioldgicos (n=11/41, 26,8%) (Tabela 2).
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Tabela 2. Espécies de leveduras isoladas de amostras clinicas de pacientes internados

hospitais terciarios publicos de Recife-PE, entre os anos de 2016-2017.

Espécie Depodsito Micoteca Tipo de neoplasia Amostra clinica
Candida URM7549/URM7975 Carcinoma Espinocelular Sangue /Cateter
tropicalis URM7976 Adenocarcinoma Urina

URMT7977/ Adenocarcinoma Sangue /Cateter
URM7978
URM7979/URM7980 Leucemia mieldide aguda  Sangue /Cateter
URM7981 Sarcoma Secrecdo traqueal
URM7982 Carcinoma Sangue
URM7983 Carcinoma Sangue
URM7984 Condrosarcoma Sangue
mesenquimal
URM7985 Abcesso
URM7987/URM7986 Sarcoma Sangue /Cateter
URM7988 Carcinoma de células Cateter
escamosas
URM7989 Leucemia linfoide aguda Sangue
URM7990 Linfoma Escamas epidérmicas
(Boca)
URM7991 Sarcoma Cateter
C. albicans URM7992 Céancer de pulméo Sangue
URM7993 Secrecdo traqueal
URM7994/URM7995 Fibroadenoma Cateter/ Sangue
URM7996 Carcinoma cel. Escamosas Cateter
URM7997 Carcinoma Urina
URM7998 Tumor perirenal Urina
URM7999 Adenocarcinoma Dreno
URMS8000 Sangue
URM8002 Adenoma Liquido Pleural
URMB8003 Carcinoma de células B Secrecdo traqueal
URMS8004 Carcinoma de células Fragmento de tecido
basais
URMS8005 Adenocarcinoma Sangue
URMB8006 Cancer de proéstata Lavado bronco-
alveolar
URMB8007 Cancer intestino Escarro
URMBS8008 Carcinoma Escamas epidérmicas
(Pénis)
6129 Leucemia linfoide aguda Sangue
C. parapsilosis URM8010 Linfoma Sangue
URMS8009 Leucemia Mieloide aguda Sangue
URM8011 Carcinoma de células Cateter
escamosas
URM8012 Cancer do Utero Sangue
C. glabrata URMS8017 Tumor de pancreas Urina
URMB8015 Carcinoma Urina
URMB8014 Adenocarcinoma Cateter
URMB8016 Carcinoma de células Sangue
escamosas
C. pelliculosa URM8019 Osteossarcoma Sangue
C. krusei URM8018 Adenocarcinoma Sangue
Cystobasidium URM7548 Carcinoma ductal Sangue

minutum

infiltrante
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Observou-se que a 53,66% (22) dos pacientes eram do sexo feminino e
46,34% (19) sexo masculino. Desse publico, houve uma grande variacdo de
idade, sendo observado uma maior incidéncia de leveduroses em individuos
de idade mais elevada, como aqueles na faixa etaria de 41-60 anos (32%) e
61-80 anos (37%). A idade média dos homens foi de 54,7 anos (15 a 92 anos),
enquanto que para as mulheres esse valor foi de 53,65 anos (14 a 80 anos)
(Figura 3).

Figura 3: Perfil etario da populacdo acometida por leveduroses entre os anos de 2016 e
2017.
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Em relacdo a terapéutica antimicrobiana instituida, apenas 18 (43,9%)
pacientes receberam tratamento a base de antifingicos, sendo o fluconazol
(29,26%) a droga mais utilizada (Figura 4).
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Figura 4: Prevaléncia das espécies obtidas relacionado com o tratamento instituido para as

espécies observadas.
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Em nosso estudo, as infecgdes fungicas acometendo o0s pacientes
constituiram um importante fator associado a gravidade do quadro clinico do
paciente. Dessa forma, nos dias atuais, o acompanhamento dos casos de
infeccdes  constitui  uma  ferramenta indispensavel de vigildncia
epidemiolégica, servindo de maneira substancial para a elaboracdo de
diretrizes de combate ao cancer e de seus agravos (INCA, 2017).

Paralelamente, infec¢des associadas a pacientes com céancer sdo uma
realidade desafiadora, especialmente em paises subdesenvolvidos e de renda
per capita baixa, como o Brasil. Ainda ndo se sabe os potenciais impactos que
essa mudanca, associada a outros fatores como tabagismo e obesidade, podera
trazer para o desenvolvimento do cédncer e de infec¢des associadas a doencga,
dado que h& wuma enorme heterogeneidade geografica na incidéncia
(STEWART; WILD, 2014).

Dentre as infec¢cbes que acomentem portadores de cdancer, as de
etiologia fungica, sobretudo as oportunistas, tem exibido niveis alarmantes na
taxa de morbimortalidade, sobretudo quando o diagndéstico € tardio. As

leveduras ainda sdo os principais agentes de infec¢cdes fungicas oportunistas,
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podendo ocasionar ainda quadros graves e que podem conduzir o paciente a
Obito se ndo tratado a tempo (MOLINA et al., 2012; RAMIREZ-GARCIA et
al., 2014).

Os fatores predisponentes observados nos pacientes atendidos no estudo
constituiram um forte indicativo para o surgimento de infec¢gdes profundas
por leveduras. Desta forma, situagfes como o tratamento de suporte a vida,
além de contribuir com a estabilizagdo do quadro clinico, podem agir como
porta de entrada e manutencdo da infeccdo, como pela utilizacdo de cateteres
e sondas. Ainda, infec¢cdes nosocomiais sdo mais provaveis que ocorram
devido a necessidade de permanéncia hospitalar prolongada e aos tratamentos
instituidos, como a quimioterapia e antibioticoterapia de amplo espectro
(MOLINA et al., 2012; RAMIREZ-GARCIA et al., 2014), como observado na
presente pesquisa.

Ainda, vale ressaltar que em paises subdesenvolvidos, a exemplo do
Brasil, existe uma escassez de recursos financeiros que atendam toda a
demanda do sistema (STEWART; WILD, 2014). Paralelamente, outro
agravante para a alta prevaléncia da doenca pode, também, estar diretamente
relacionada com a ndo adoc¢do de boas praticas direcionadas ao controle,
prevencdo e disseminacdo de agentes fungicos (SALES-JUNIOR et al., 2006;
COLOMBUO et al., 2013).

Foi observado aqui que as espécies mais frequentes, acometendo
portadores de neoplasias, foram Candida tropicalis, seguida de C. albicans,
C. parapsilosis e C. glabrata. Isso tem sido uma preocupacao, tendo em vista
que pode propiciar o aparecimento de espécies mais virulentas e selecdo de
cepas resistentes. Diferentemente, Matta e colaboradores (2017) relataram C.
albicans como a espécie mais frequente, acompanhada de C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata sdo as mais comuns nas américas. Os autores em
guestdo comentam, ainda, que existem poucos dados epidemioldgicos sobre os
episodios de candidemia nos paises que compde a América Latina.

Um dado importante observado na pesquisa foi que o0s pacientes
atendidos nos centros hospitalares experimentaram em um ou mais momentos

a exposicdo a uma ou mais drogas antifungicas. Devido ao surgimento desse
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novo paradigma, estudos tém sido direcionados para se compreender essa
ruptura no padré@o da incidéncia de infec¢Oes provocadas por leveduras. Uma
explicacdo elegante e refinada, relacionada a exposicdo previa a antifungicos,
tem atraido bastante a atencdo. Assim, segundo relatado por Lortholary et al.
(2011), foi observado que uma recente exposicdo de Candida ao fluconazol e
caspofungina estd relacionada com uma menor prevaléncia de Candida
albicans em detrimento de espécies de Candida ndo-Candida albicans menos
suscetiveis a esses antifangicos, como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis,
C. glabrata e C. krusei. Ainda, foi constatado que o risco de infeccdo estava
aumentado em 4,75 vezes (Oddes ratio) para individuos com mais de 15 anos
de idade. Esse panorama pode ser influenciados por varios fatores, sendo os
mais preocupantes aqueles relacionados a idade, tipo de neoplasia,
hospitalizacdo em UTI, cateter venoso central e exposi¢cdo prévia a drogas
antifuangicas (LORTHOLARY et al., 2017).

As pesquisas que vem sendo realizadas indicam que o cenério futuro da
incidéncia das infec¢cdes fungicas sistémicas € incerto. Ha pouco mais de 20
anos atras, era trivial o fato de as infeccdes fungicas sistémicas (IFSs) serem
a quarta principal causa de infec¢cdo nosocomial, como apontava os dados da
agencia Americana (USA) National Nosocomial Infection Survey (NNIS)
(RANGEL-FRAUSTO et al., 1999; WISPLINGHOFF et al., 2004).

Contudo, uma pesquisa realizada por Wisplinghoff et al. (2004),
compreendendo um periodo de 7,5 anos e incluindo um total de 24.179 casos
positivos de infec¢cdo, sugerem uma mudanc¢a drastica nesse sentido. Dessa
forma, foi notado que o aumento na prevaléncia foi tdo expressivo que esse
grupo de microrganismos passou a ocupar a terceira posicdo, atras apenas das
infeccbes de origem bacteriana ocasionadas Staphylococcus aureus e S.
epidermidis. Uma pesquisa realizada por Fagan et al. (2013), constatou um
cendario parecido com esse. Os autores relataram taxas de incidéncia elevadas
para infeccOes ocasionadas por Candida (0,25 a cada 1.000 habitantes),
ficando em terceiro lugar quanto ao quantitativo absoluto das infeccdes.

Nossos dados demostraram uma expressiva variagcdo na prevaléncia de

Candida, sendo C. tropicalis o principal agente de infeccdo fungica sistémica
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em portadores de neoplasias. Essa informacdo esta em consonancia com
outros estudos realizados nesse aspecto, como em realizados por Fagan et al.
(2013) e Da Costa et al. (2014). Constatou-se que os episodios de candidemia
por C. albicans (42%) ndo foram os mais frequentes e que todos os pacientes
apresentaram um ou mais fatores predisponentes, como a utilizacdo de
antibidticos de amplo espectro, realizacdo de procedimento cirargico e doenca
de base. Assim, utilizar ferramentas acuradas de identificacdo para conhecer o
agente etioldgico sdo vitais hoje, uma vez que essas possibilitam o

conhecimento da epidemiologia dos agentes envolvidos em IFSs.

Identificacdo dos isolados clinicos de levedura

O perfil fisiolégico dos agentes foi de grande valia na identificacao
taxondmica tradicional dos agentes. Todos os isolados, com exce¢do de C.
minutum, foram urease negativos e o perfil de assimilacdo dos compostos
nitrogenados e fontes de carbono foram compativeis com as chaves
taxondmicas tipicas de cada espécie para distincdo em nivel de espécie
(Tabela 3).

Analisando o perfil fenotipico dos isolados, foi possivel realizar a
identificacdo presuntiva de, ao menos em nivel de género, de todos o0s
isolados. Foi de grande valia a utilizacdo de cepas de referéncia, uma vez que
elas possibilitaram a comparacdo do perfil fenotipico entre elas e as espécies
utilizadas no estudo. Dentre as espécies, o isolado de Cystobasidium foi o que
exibiu uma caracteristica mais distinta, tanto nos aspectos macro e micro

morfoldgicos quanto no padréo fisiolégico (Figura 5).



Tabela 3: Perfil fenotipico dos isolados de levedura avaliadas

Espécies
Candida C. C. C. C. krusei C. Cystobasidium
albicans tropicalis glabrata parapsilosi pelliculosa minutum
S
Cor Branco/ Creme Creme Branca/ Creme Branco Rosa
creme creme

Hidrdlise da ureia - - - - - - +

Auxanograma N - - - - - + -
Dextrose + + + + + + +
Sacarose + + - + - + +
Rafinose - - - - - + -
Melibiose - - - - - - -
Galactose + + - + - + -
Lactose - - - - - - +
Trealose + + + + - + +
Maltose + + - + - + -
Melizitose + + - + - + +
Amido + + - - - + -
Celobiose - + - - - + +
Xilose + + - + - + +
Arabinose + + - + - + +
Metanol - - - - - - -
Etanol + + + + - + +

61
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Figura 5: Perfil fenotipico dos isolados de levedura, contendo o teste auxanografico (a, b,
c, d) e o perfil de produgdo da enzima uréase (e). Leveduras com capacidade de
assimilar os agucares sacarose, (a), xilose (b), rafinose (c) e amido (d) foi
positiva em 48h. A assimila¢do foi negativas nos spots translicidos. Em (e) pode
ser visualizado a esquerda um tubo positivo do teste de produgdo da enzima ureia

e a direita um tubo negativo. Teste realizado em duplicata.

A maioria dos isolados (n=33, 80,5%) pode ser identificada
presuntivamente através do meio cromogénico CHROMOAgar Candida, sendo
que dois isolados de C. tropicalis exibiram coloracdo esverdeada, tipico de C.
albicans, e um isolado de C. glabrata apresentou coloracdo azulada,
caracteristico de C. tropicalis. Em relacdo as espécies de Candida né&o-C.
albicans, o perfil cromogénico das col6nias de C. parapsilosis (4), C.
glabrata (4) e C. krusei (1) serviram como direcionamento na escolha no
meétodo de identificacdo (Tabela 4).

Sabe-se que nos casos de co-infecgdo por 2 ou mais espécies, esse meio
cromogénico auxilia na deteccdo das diferentes col6nias e posterior
purificagdo do isolado fungico. Além disso, o uso do CHROMOAgar Candida
pode ser utilizado como meio de cultura primario em amostras clinicas,

facilitando essa deteccdo.
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Tabela 4: Concordancia entre a confirmacdo taxon6mica, por PCR e/ou sequenciamento, e o

meio cromogénico CHROMOAgar Candida.

Numero de Confirmacao CHROMOAgar Cor e aspecto da
isolados taxonémica Candida cultura

16 Candida albicans 15 (93,75%) Verde/plano

17 C. tropicalis 15 (88,23%) Azul/plano

4 C. parapsilosis - Branco/plano

4 C. glabrata 3 (75%) Lilas

1 C. krusei 1 (100%) Rosa/rugoso

1 C. pelliculosa - Branco

Nesse estudo, o meio cromogénico foi crucial para identificacdo
presuntiva dos agentes etiolégicos. Esse meio de cultura tém sido
fundamental na diferenciacdo de espécies de Candida, sobretudo C. albicans e
C. tropicalis. O principio do método é baseado em mudancas de pH,
provocados pelo crescimento do fungo, acarretando a viragem do meio e a
decomposicdo de compostos presentes no meio de cultivo (ARAUJO et al.,
2005).

O meio cromégeno CHROMagar Candida foi desenvolvido para o
isolamento e identificacdo de espécies de C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei obtidas de amostras clinicas. Ainda, possui efeito deletério no
crescimento de bactérias podendo, ainda, ser considerado um meio de cultura
seletivo para fungos (BECTON DICKINSON GmbH, 2014). Dado o exposto,
esse meio de cultura tem sido amplamente recomendado para o isolamento e
identificacdo precoce de espécies de Candida, sobretudo quando ha o possivel
envolvimento de mais de uma espécie (SILVA et al., 2018).

Em um estudo recente, desenvolvido por Sadrossadati et al. (2018), foi
observado uma alta concordancia na identificacdo dos isolados de C. albicans
(n=128/129, 99,2%), C. tropicalis (n=13/14, 92,86%) e C. grabrata (n=18/22,
81,81%). Ademais, o meio cromogénico foi util, também, para a deteccdo de
isolados de C. albicans (63,2%), C. parapsilosis (18,6%), C.
glabrata (10,8%), C. tropicalis (6,9%) e C. krusei (0,9%) diretamente da

amostra clinica dos pacientes. Um fato interessante foi o de que também
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houve o aparecimento de mais de uma espécie na mesma amostra clinica,
indicando a possibilidade de co-infec¢cdo. Contudo, é importante ressaltar que
a utilizacdo dessa ferramenta de identificacdo ndo dispensa o0 uso de
ferramentas mais acuradas, como a caracterizacdo do fungo pelo estudo do
DNA (LI et al., 2003).

Todos os isolados foram confirmados taxonomicamente por meio de
uma abordagem de estudo gendmico do DNA. Os primers espécie-especifico
foram eficazes na discriminacdo entre as espécies de C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata, pela simples andlise
comparativa do tamanho do fragmento de DNA amplificado, que é tipico de

cada espécie, obtidos por meio da eletroforese em gel de agarose (Figura 6).

Figura 6: Imagem da eletroforese em gel de agarose (a) exibindo o perfil de amplificacéo
dos isolados de C. glabrata (1-6) e de C. tropicalis (7-12). Marcador 1kb Plus DNA ladder
(M).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A abordagem de identificacdo por PCR com o emprego de primers
espécie-especificos garantiu a identificacdo dos isolados clinicos obtidos no
presente estudo. Ainda, foi possivel a obtengdo de ganho de tempo decorrido
entre o isolamento e identificacdo precisa dos agentes etioldgicos. O emprego
dessa abordagem é uma ferramenta eficiente, de facil interpretagdo e de baixo

custo na identificacdo das espécies de C. albicans (402pb), C. tropicalis
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(149pb), C. glabrata (632pb), C. parapsilosis (379pb) e C. krusei (475pb) (Li
et al., 2003).

Uma das possibilidades que o método de PCR possibilitou a consistiu
na realizacdo de PCR multiplex para identificacdo dos isolados, caracteristica
essa que garante a identificagdo de varias espécies, simultaneamente,
baseados apenas na interpretacdo do padrdo de bandas obtidas no gel de
agarose. Essa abordagem possibilitou, também, uma economia de tempo e de
reagentes, uma vez que o processo ja esta otimizado. De maneira semelhante,
¢ possivel diferenciar, com exatiddo, as espécies do complexo de C.
parapsilosis (C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) empregando
PCRs convencionais (LI et al., 2003; ASADZADEH et al., 2009).

Para as demais espécies que ndo possuiam primer-especie especifico foi
necessario realizar o sequenciamento parcial do dominio D1/D2 da regido
LSU do rDNA. Desta forma, Cystobasidium minutum foi identificado através
dessa abordagem. Para essa espeécie, foi obtido alto valor de Bootstrap por
meio de perfil de comparacdo com outras sequéncias depositadas no Genbank
(>99%). Apods analise evolutiva envolvendo maxima verossimilhanca, foi
notado que a espécie em questdo apresentou alta similaridade para a espécie
tipo Cystobasidium minutum CBS319 (Figura 7).

Em relacdo a isolados de Cystobasidium, os métodos fenotipicos para
identificacdo de espécies do género sdao demorados, ndo sendo comum o
emprego na rotina laboratorial diagnostica. Na maioria dos casos € necessario
o emprego de ferramentas moleculares para se chegar uma identificacédo
correta do agente etioléogico (ARENDRUP et al., 2014; KURTZMAN, 2011).

C. minutum é uma levedura rara que ja foi descrita ocasionado quadros
clinicos importantes em pacientes debilitados, sobretudo pacientes com
cancer que fazem uso de dispositivos médicos invasivos (LEIBOVITZ et al.,
1991; GOLDANI et al., 1995; ZHOU et al., 2014; YURKOV et al., 2015). O
perfil de infeccGes da corrente sanguinea ocasionadas por essa espécie ainda é
escasso e seus fatores de risco, caracteristicas clinicas e dados
epidemiolégicos sdo pobremente conhecidos (LEIBOVITZ et al., 1991;
GOLDANI et al., 1995; CERIKCIOGLU et al., 2005). Os principais relatos
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descritos na literatura foram atribuidos a pacientes sem cancer por infecgdes
localizadas (LEIBOVITZ et al., 1991; ARENDRUP et al., 2014). Ademais,
existe uma estreita relacdo entre este tipo de infeccdo e a presenca de
imunossupressdo (CERIKCIOGLU et al., 2005). Ainda, apesar de a incidéncia
da doenga ser baixa, elas representam importantes agentes de micoses,
especialmente em individuos afetados por doencas malignas (HSUEH et al.,
2003; SIMON et al., 2014).

Desde que foi desenvolvida, em 1983, por Kary Banks Mullis
(MULLIS, 2019), a Reacdo em Cadeia da Polimerase vem possibilitando um
grande avanco cientifico no estudo do DNA e RNA. Os impactos causados
com o advento dessa tecnologia possibilitaram avangos significativos na
biologia béasica e aplicada, através do diagnostico da biologia molecular
(ERLICH, 1989). Esse é um método, também, bastante util nos estudos
envolvendo relagdes filogenéticas entre diferentes classes de microrganismos.
Podem ser citados como principais vantagens do método, as seguintes
caracteristicas: A utilizacdo de DNA total, pequenas quantidades de DNA
utilizados nas reacfes de PCR e ambos os sentidos da fita de DNA podem ser
amplificados reduzindo, desta forma, os erros de construgdo do DNA
complementar. Essas caracteristicas sdo uteis para a realizacdo de técnicas
mais acuradas de estudo do DNA, a exemplo do sequenciamento de regifes de
interesse especificas para andalises filogenéticas de um grupo ou de um
microrganismo isolado (WHITE et al., 1990). Além disso, o estudo e
caracterizacdo do DNA tem possibilitado a caracterizacdo das diferentes
espécies filogenéticas permitindo, assim como a caracterizacdo dos atributos
de viruléncia das diferentes espécies, a exemplo da capacidade de aderéncia

as células epiteliais humanas.
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Figura 7: Analise filogenética do dominio D1/D2-regido LSU de Cystobasidium minutum.
Os numeros de acesso do GenBank aparecem entre parénteses, sendo os valores de

Bootstrap discriminados ao lado das ramificacdes.
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5L Cystobasidium psychroaquaticum CBS 11769 (KY107444.1)

— Cystobasidium lysinophihum strain N3 (KU307217.1)

Rhodotorula mucilaginosa CBS 316 (AF070432.1)

Cryptococcus gattii CBS 10514 (FJ534907.1)

0.02

Ensaio de Aderéncia a células Epiteliais Bucais (CEB)

Com excecdo do isolado URM7996 de Candida albicans (n=1/15,
6,25%), todas os demais isolados exibiram fraca aderéncia as CEB. De forma
semelhante, os isolados das espécies de C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei, C. pelliculosa e Cystobasidium minutum também

exibiram um baixo poder de aderéncia (Figura 8).
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Figura 8: Exame microscépico exibindo o perfil de aderéncia de Candida albicans a
células epiteliais bucais. Foram notados perfis com auséncia de aderéncia (a), aderéncia

fraca (b, c) e aderéncia forte (d) de leveduras. Aumento de 400x.

Dados da literatura sugerem que para que ocorra o processo de adesdo €
necessario a atuacdo de diversas interagdes entre a célula do fungo com as
células do hospedeiro. Sendo assim, se faz necessario o envolvimento entre
receptores celulares, moléculas de adesdo do fungo e taxa de transporte do
agente infeccioso para que ocorra o processo de doenca (JAIN et al., 2010).

Sabe-se que a capacidade de adesdo da célula faungica é fortemente
influenciado por caracteristicas inerentes a superficie da célula e o ambiente
onde o agente estad localizado. Além disso, caracteristicas elementares como
hidrofobicidade e rugosidade da célula, e a expressdo de genes que reflitam
no surgimento de adesinas, influenciam diretamente a capacidade de adeséo
de Candida (YOSHIJIMA et al., 2010, FRADE; ARTHINGTON-SKAGGS,
2011)

Verificou-se nesse estudo que a origem do substrato de isolamento néo
estava relacionada com a capacidade de aderéncia as CEB e quanto ao perfil
de viruléncia dos agentes etiolégicos. Samaranayake et al. (1994) observaram
gue isolados de C. albicans obtidos de individuos saudaveis e/ou pacientes

que receberam transplante de medula 6ssea exibiram uma baixa capacidade de
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adesdo as células HeLa. Resultados semelhantes foram observados por Imbert-
Bernard et al. (1994) em que a aderéncia a CEB da maioria dos isolados
clinicos de C. albicans, provenientes de portadores do HIV, foi fraca.

Uma possivel explicacdo para esses baixos valores de aderéncia as CEB
pode ser o isolamento precoce do agente infeccioso nos estdgios iniciais da
infeccdo (PEREIRO et al., 1997). Outra possivel explicagdo para a baixa
aderéncia encontrada nos isolados clinicos desse estudo pode ser a exposi¢do
prévia a terapia antifungica, uma vez que esta possui efeitos téxicos a célula
fangica, o que pode reduzir substancialmente na viruléncia dos isolados
clinicos de Candida (GHANNOUM, 1992).

Ainda, é possivel que a manutencdo de isolados de clinicos de levedura
por longos periodos possam influenciar na viruléncia dos agentes etiol6gicos.
Dessa forma, em um estudo realizado com isolados clinicos obtidos na
colegdo de Cultura Micoteca URM por Lima-Neto e colaboradores (2010) foi
observado que 60% dos isolados de C. albicans e 25% de C. parapsilosis
apresentaram forte aderéncia.

Apesar de a maioria dos isolados clinicos do presente estudo terem
apresentado uma baixa aderéncia, a depender das condi¢cdes de estresse a que
a célula é exposta, essas espécies podem desenvolver/ativar outros fatores de
viruléncia, refletindo diretamente quanto ao aspecto dual (estado comensal
para o de parasitismo) do microrganismo. Nesse sentido, quando a levedura é
estimulada, esta pode passar a exibir uma taxa de viruléncia maior néo
observada anteriormente (MARTIN et al., 2018), como quando as células sdo

estimuladas a formarem biofilmes fungicos.

Avbaliacdo da atividade formadora de biofilme

Foi observado que 38 isolados clinicos apresentaram grande atividade
metabdlica mensurada pelos valores de absorbancia do MTT, similar ao
observado com a cepa de referéncia ATCC90028. Dentre as cepas, um isolado
apresentou uma elevacdo metabolica entre os periodos de 24h (MAM) para

48h (AAM) e 5 possuiram um decréscimo na atividade metabdlica no periodo
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de 48 (AAM) horas de formacédo do biofilme. O isolado URM7993 foi o Unico
a ter valores intermedidrios (MAM) nos dois tempos avaliados.
Adicionalmente, no tempo de 24h o biofilme dos isolados ja estavam
completamente formados, exibindo uma grande atividade metabodlita. Essa
informacdo esta diretamente relacionada com o alto poder de viruléncia
relacionado a formacédo de bofilme das leveduras estudadas (Figura 9).

Quando comparada a atividade formadora de biofilme da cepa de
referencia com as espécies clinicas e os tempos de formacdo de biofilme, foi
notado significancia estatistica (p<0,05) para as espécies de C. tropicalis
(n=17, 100%). Candida albicans (n=12, 75%), C. glabrata (n=3, 75%), C.
parapsilosis (n=4, 100%), C. krusei (n=1, 100%), C. pelliculosa (n=1, 100%)
e Cystobasidium minutum (n=1, 100%).

Dentre as espécies clinicas isoladas, notou-se que dois isolados de C.
tropicalis (URM7986 e URM7987) foram mais expressivos na formacdo de
biofilme, apresentando valores mais expressivos que a cepa controle ATCC.
Curiosamente, o isolado URM7986 apresentou uma elevacdo metabolita
expressiva de reducdo do MTT entre o periodo de 24h para 48h. Outro dado
interessante se refere ao fato de o isolado URM7987 apresentar uma alta taxa
de formacdo de biofilme, apesar de sé apresentar significancia estatistica no
tempo de 48h (Figura 10).

Em se tratado de C. albicans, quatorze isolados apresentaram
significancia estatistica entre os tempos de 24 para 48h, sendo que 0s maiores
valores de reducdo do MTT ja foram notados nas primeiras 24h de formacéo
do biofilme. Todos os isolados de C. parapsilosis exibiram relevancia
estatistica, sendo os maiores produtores de biofilme os isolados URM8012 e
URM8009. Em C. glabrata, o isolado URM8014 foi o melhor produtor de
biofilme, tendo uma diferenca significativa entre esse isolado e os outros trés
da espécie.

Os valores elevados de atividade metabdlica dos biofilmes avaliados
talvez possam ser explicados pela estruturas complexas e compactas. Dado a
sua organizacao, essas estruturas podem constituir uma importante barreira ao

tratamento e erradicacdo do processo infeccioso. Além disso, os biofilmes
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podem atuar, também, no intuito de manter a infecgdo, uma vez que apos
formado podem liberar continuamente blastosporos permitindo, assim, a

manutencdo da infeccao fangica (Figura 9).

Figura 9: Microscopia Optica (a) e Microscopia Eletronica de Varredura do Biofilme de C.
tropicalis. S&o evidenciadas estruturas microscopicas (matrix polimérica, filamentos
milcelianos, blastoconidios e clamidoconidios) do biofilme formado em placa de

poliestireno (a) e biofilme formado no lumem de cateter contaminado (b, c, d, e).

>

” .

Fonte: Figuas (b,c,d,e) obtidas de Inacio et al., 2019
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Figura 10: Atividade formadora de biofilme de espécies de levedura avaliada nos tempos de 24 e 48 horas. Teste de Tukey com nivel de

significancia de 5%.
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O estudo de biofilme baseado pela atividade metabdlica por meio de
derivados de tetrazolio fornecem informacbes valiosas sobre a viabilidade
celular. Dentre esses compostos, 0 MTT
[3(4,5dimethylthiazol2yl)2,5diphenyltetrazoliumbromide] € um composto de
grande utilidade, uma vez que é caracterizado por apresentar carga positiva e
ter um grande poder de penetracdo em células eucaridticas viaveis,
fornecendo o perfil do metabolismo celular. Apesar de o mecanismo de
reducdo do formazan pela célula eucariotica ndo ser compreendida,
possivelmente o MTT é metabolizado por meio de uma reacdo com NADH e
outras moléculas transportadoras de elétron (SITTAMPALAM et al., 2004).

A emergéncia de infec¢des fungicas invasivas provocadas por biofilmes
tem despertado uma grande preocupacdo. Devido a esse grave problema,
numerosos estudos tém sido direcionados ao entendimento do biofilme quando
ao desenvolvimento da resisténcia antifungica e a sua relacdo com o
estabelecimento da abordagem terapéutica de pacientes graves (BORGHI;
BORGO; MORACE, 2016). Dessa maneira, o emprego de tecnologias
refinadas para o estudo e caracterizacdo de biofilmes de Candida, em nivel
morfoldégico, fisiologico e 6mico, podem fornecer informagdes valiosas a
respeito de seus mecanismos bioldgicos e patogénicos. Ainda, estudos nesse
campo sdo indispensaveis na atualidade, uma vez que os biofilmes podem ser
refratarios aos tratamentos convencionais, contribuindo para a perpetuacdo do
processo infeccioso (CHANDRA et al. 2001).

Similar aos nossos resultados, Yu et al. (2017) ao avaliar a capacidade
de formacao de biofilme de 68 isolados clinicos de C. tropicalis, observaram
gue a maioria dos isolados formaram biofilmes em superficies abidticas e
bidticas. Contudo, os isolados obtidos do sangue apresentaram menor
capacidade de formar biofilme em superficie de poliestireno. Além disso, 0s
autores ndo observaram diferencas entre os biofilmes formados apds 24 horas.

Segundo Cuéllar-Cruz et al. (2012) os biofilmes sdo responsaveis pelo
agravamento da saude, contribuindo de maneira negativa na evolucdo clinica
dos pacientes, sobretudo quando ocasionado por C. albicans, C. parapsilosis,

C. glabrata e C. tropicalis. Inécio et al., 2019 relataram um caso de infeccao
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sistémica associada a cateter por C. tropicalis. O paciente s6 obteve melhora
clinica ap6s a remocéo do cateter.

Verificamos que C. minutum apresentou valores intermediarios de
formacdo de biofilme. Resultado parecido foi observado por Nunes et al.
(2013) que, ao avaliarem a capacidade de producdo de biofilme de 61 isolados
de Rhodotorula, verificaram que C. minutum foi a espécie maior produtora de
biofilme quando comparada isolados clinicos e ambientais de Rhodotorula
mucilaginosa, R. glutinis, R. pallida, R. dairenensis e R. slooffiae.

Dentre as espécies avaliadas, os isolados de C. tropicalis apresentaram
maior capacidade de formacdo de biofilme. Nossos resultados divergiram do
que foi observado por Hawser e Douglas. (1994) e Kuhn et al. (2002), onde C.
albicans apresentou uma maior capacidade de formar biofilmes quando
comparada a outras espécies, como C. tropicalis. Entretanto, diferentemente
do que foi observado pelos autores, ndo houve diferenca quanto a formacao de
biofilme e a origem dos isolados clinicos. Uma possivel explicacdo para essa
guestdo pode ser encontrada na exposicdo prévia a antifungicos e a nao
expressdo de fatores de viruléncia, como adesinas e genes relacionados a
adesdo e formacdo de biofilme (PANNANUSORN et al., 2013; WILLAERT,
2018).

Deteccdo do gene GAL10

Inicialmente, para a deteccdo do gene GAL102 em Candida foi
empregado os primers propostos por Sen e colaboradores (2011), contudo, 0s
ensaios foram positivos apenas para trés isolados de C. tropicalis (1143, 1146
e 1543). Frente ao exposto, foi necessario realizar uma anélise a partir do
genoma de Candida albicans para se entender as razdes dos resultados
negativos. A partir dessas gendmicas foi observado uma mutacdo na porcao
terminal 3° na qual o primer deveria se anelar, como demonstrado na Figura
11.
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Figura 11: Sequéncia parcial do gene GAL102 de Candida albicans SC5314.

ITATAGATTTGATTAACTGTTGTCATGGGGETTTTTGATCCACACAGTTTCAATAGCCARCACAATATCAR
GRRCGTACAAGTATTTTCTTTTATTGGTTCCCTTGCCATGRARACTGGALATTGGTTTCTTTTCGTTTATACR
ITGTATAGTCAATGGGATGATTTTTTCAGGATATTGTAATGGTCCATARACATTATTAGGCCGARGTATT
GTTATTGGCAATTTATATGAATATTGATATGATTTGATTATTAAATCAATAGCTGCTTTACTTGCAGAAT
ATGGATTAGTTGGGTTCATGACCGCATTCTCTTTATTGTCACCTTCATAARCATCTCCATARACTTCATC
AGTAGARRATATGCARARAATACCCAATGCTTGGATTTAGT CGATGACATTCCAATAGSTTTTGAGTAGCT
AGTATATTATTTTTGGTARRATATACCGGATCTTTAAATGATCGATCAACTGATGATTCTGCTGCARRAGT
ITATAATGTCGGTAGT GTTTTTAGTGATTTTGAGARGGTATTCTAGATTATCTGATARATCCAAGTGAAC
AALTTCARAGTTTGAGAAACTCTTAAGATTTTCGATTTCAGTHGC E
ATACAAGTGRARATGAALGTTGGGATATTTCTTTACCATATAGCETAASAEETETETE e PR E

CTCCGCCGCTAACARCTATTCTTTTATCARATGATACTGT CATTCCTTTAAGGTCAAGTTGGGAT-GT
ITGGGTGTAGTARAGTTTATGTTTATGTTTTTTTTTTTTTTCACCCCAARGRAATATTTCTATCCGTGATG

Foi necessario a obtencdo de outros pares de primers que atendessem a

finalidade de deteccdo do referido gene em Candida. Face ao exposto, foram
desenhados 10 pares de primers de deteccdo e, destes, selecionados trés pares
de primers. A partir de uma analise na plataforma BLAST-NCBI, foi
verificado uma alta taxa de similaridade de 100% para o gene GAL102 do
genoma de C. albicans SC5314. Os fragmentos obtidos nas reagdes de PCR
apresentaram tamanhos de 890pb para os isolados positivos, consistentes com
a informacdo do desenho do primer.

Posteriormente, foram realizados novos ensaios de detecgdo do gene
GAL102, sendo constatado que o gene estava presente nos isolados de C.
albicans (n=7, 43,75%) e C. tropicalis (n=3, 17,65%). Esses resultados
indicam que o primer obtido apresentou boa especificidade com o gene alvo
do estudo. Além disso, a baixa prevaléncia do gene GAL102 nos isolados
clinicos desta pesquisa pode sugerir que esse gene ndo seja tdo conservado no
genoma de C. albicans ou que exista algum correspondente homdlogo, como
sugerido por Sen et al. (2011). Outra hipdtese sugerida esta centrada na ideia
de que o dominio da mutarotase pode estar fundido com o dominio UDP
epimerase em Candida (MAJUMDAR et al., 2004). Mais provavel, ainda, é
qgue o resultado observado aqui seja devido a variac6es nas cepas devido a
alteracbes nos sitios de restricdo, delecdo e/ou inser¢cdo nos sitios de
reconhecimento do primer as regides alvo do gene (GOTTFREDSSON, et al.,
1998; REISS, et al., 1998; SOLL, 2000).
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Apesar do gene GAL102 ter sido apontado como uma regiédo
codificadora conservada no DNA de C. albicans (SEN et al., 2011), nossa
analise preliminar contradiz essa afirmacdo. E possivel que o gene seja pouco
conservado, permitindo uma taxa de variacdo considerada entre isolados de
uma mesma espécie. Isso pode explicar a ndo deteccdo do gene utilizando as
ferramentas empregadas.

Apos realizar a deteccdo do gene GAL102, trés isolados de C. albicans
foram selecionados, a partir da atividade formadora de biofilme, para serem
submetidos aos ensaios de expressdo relativa. Desse modo, procurou-se
verificar a correlacdo do perfil de expressdo do referido gene com a
capacidade de viruléncia dos agentes.

Elaboracdo do biofilme, extracdo do RNA e producdo do cDNA

Apé6s a extracdo do RNA, os valores de densidade optica (230/260)
obtidos indicaram que ndo houve contaminacao das amostras de RNA com o0s
reagentes utilizados para a extracdo. Além disso, o material gendmico obtido
apresentou, também, boa integridade e poucas perdas durante o processo de
extragdo. Na imagem ¢é possivel verificar os trés principais tipos de RNA
ribossomal, o 28S, 18S e 5.8S (Figura 12).

Figura 12: Eletroforese desnaturante, em gel de agarose (1%), do RNA total exibindo as

trés bandas de RNA. Marcador 1Kb plus DNA Ladder.
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. s e
200ph 5.8S
100pb
C— — S —



77

Para se chegar a esse resultado, o método que apresentou melhor
resultado foi o protocolo do Hot Acidic Fenol. Foi observado que o método da
guanidina e de kits de extracdo ndo foram eficientes na extracdo de RNA de
biofilme de Candida, resultando em pouca quantidade de RNA necessario
para a elaboracdo do cDNA. Similarmente, outros estudos tém reportado
dificuldades semelhantes para a obtencdo de uma amostra de RNA satisfatoria
a partir de biofilmes (NOUR et al., 2010; RUMP et al., 2010). Dessa forma,
para a obtencdo de resultados satisfatorios na qPCR é fundamental a obtencéo
de um material genético que satisfaca a trés caracteristicas elementares: Uma
grande quantidade de RNA extraido (>1pg), grau de pureza satisfatdrio
(relagdo 230/260 ~ 2-2,2) e material genético integro (BUSTIN et al., 2005;
Nolan et al., 2006).

Um dos grandes problemas reportados para a extracdo do RNA a partir
da amostra de biofilmes, pode ser devido a presenca da matriz extracelular
que pode corresponder em até 90% do peso do biofilme (FLEMMING;
WINGENDER, 2010). Além disso, espécies de Candida possuem a capacidade
de produzirem biofilmes altamente complexos e de estrutura bastante variada.
Enquanto que isolados com baixa capacidade de producdo de biofilme
apresentam apenas células de levedura e pseudohifas em sua estrutura, cepas
virulentas podem apresentar um biofilme complexo formado por uma densa
matrix no biofilme, apresentando desde células de leveduras a um emaranhado
denso de hifas (MUNUSAMY et al., 2017).

Em casos extremos, na auséncia de um dos genes da via de leloir ou a
mutacdo de um gene especifido, pode fazer com que a célula compense, por
pressdo seletiva, a auséncia dos genes GAL (MOYRAND et al., 2008).

Expressdo do gene GAL102 nédo esta diretamente relacionado com a formacao

de biofilme em Candida

Foi evidente que o gene GAL102 apresentou uma concentracao
relativamente baixa na célula, notado pelo inicio da amplificacdo comparada

ao limiar do ciclo Threshold. O gene GAL102 participa ativamente durante na
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elaboracédo da parece celular de Candida albicans, sobretudo nas primeiras 24
horas de desenvolvimento do biofilme. Foi verificado que, a medida que o
biofilme envelhece, a expressdo do gene GAL102 entra em declinio
substancial. Em termos absolutos, o isolado URM8002 foi o que mais se
destacou, apresentando uma taxa de expressdo 9,76X a cepa ATCC 90028 e de
1,88X ao isolado URM8005 em 24h.

Os dados obtidos aqui reforcam a hipotese de que esse gene é
fundamental na viruléncia de Candida. Ao que tudo indica, por ser um gene
que participa da elaboracdo de uma proteina estrutural da parede celular, o
gene GAL102 é superexpresso, apenas, nos momentos iniciais do crescimento
celular independentemente do isolado.

Sen et al. (2011) verificaram que, em modelo experimental de
candidiase sistémica, a delecdo do gene GAL102 promove uma maior
sensibilidade as drogas antifingicas e a agentes desestabilizadores da parede
celular. Os biofilmes mutantes formados também se mostraram menos
compactos. A analise das mananas da parede celular de isolados de C.
albicans privados do gene GAL102 revelou que um dos principais
constituintes da manana estd ausente e o componente fosfomanana conhecido
por seu papel na viruléncia € notavelmente reduzido, evidenciando que a
atividade desta enzima afeta a composicdo e morfologia das mananas da
parede celular e contribui para a viruléncia em C. albicans.

Contudo, os dados obtidos aqui contrastam com o que foi descrito por
Sen et al. (2011). Apesar de o gene GAL102 estd estar relacionado com a
elaboracdo da parede celular, ndo ha evidencias significativas de que o gene
esteja diretamente relacionado com a formacdo de biofilmes maduros. Ainda,
foi provado que a delecdo de homologos do gene GAL10 de C. albicans néao €
suficiente para reduzir drasticamente a viruléncia da levedura (MOYRAND et
al., 2008). Essa informacdo reforca os dados obtidos, uma vez que nédo foi
possivel relacionar que a superexpressdo do gene GAL102, isoladamente,
influencie com uma maior atividade formadora de biofilme. Isso se deve ao
fato de o isolado que exibiu maiores valores de expressdo absoluta

(URMB8002) foi o que apresentou baixa atividade formadora de biofilme.
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Assim, como o referido gene tem uma influéncia maior na conversédo da
fase de levedura para a filamentosa, evidenciando que a atividade do gene
GAL102 afeta a estrutura da parede celular e resposta celular a exposicdo a
drogas, pode contribuir para a viruléncia em C. albicans (ZNAIDI et al.,
2013; SEN; SADHALE, 2019).

Outro dado que chama a atencdo, é que o gene GAL102 possui relacdo
com outros genes ndo relacionados com a via de Lelor. Vandeputte et al.,
(2012) observaram que a delecdo do gene RCA1l promoveu uma expressao
aumentada do gene GAL102, promovendo alteracdes na morfologia da célula e

afetando a susceptibilidade do fungo a resisténcia a antifungicos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

v

Pacientes portadores de neoplasias sdo severamente acometidos por
infec¢bes fangicas, sobretudo as leveduras;

Dentre as leveduras responsaveis pelo surgimento da candidiase invasiva,
Candida tropicalis é o principal agente etioldgico acometendo individuos
com cancer no Nordeste do Brasil,

Espécies emergentes e incomuns, como Cystobasidium minutum e
Candida pelicullosa, podem ocasionar infeccdes graves em individuos
com cancer;

Leveduras obtidas de amostras clinicas de sitios sistémicos, em etdgios
iniciais da doenca, apresentam uma baixa capacidade de adesdo a células
epiteliais bucais;

A atividade metabdlica de Biofilmes de leveduras é varidvel entre
isolados de uma mesma espécie;

Biofilmes maduros sdo formados em 24horas;

A expressdo do gene GAL102 esta relacionada com a taxa de crescimento
celular em Candida;

A expressdo do gene GAL102 estd relacionado com a capacidade de

formacdo de biofilme em Candida,;
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Abstract Systemic infections due to Candida rop-
icalis are conditions which can frequently lead to

| @ death. The aim of this report is to describe the death.

11

The aim of this report is to describe the features of C.

12 ropicalis biofilm in a patient with catheter-associated
| Egfun gemia.

14  Kevwords Biofilm - Cancer - Candida - Invasive
15  infection - Scanning electron microscope

16

17 Several factors may influence the immune deficiency
18 of hosts and result in a greater predisposition to fungal
19 infections among cancercus individuals. It has been
20 observed that fungal biofilms in medical devices
21 represent a hazard and are considered one of the main

2 EE)causes of therapeutic failure. Furthermore, infections

23

of this nature vsually present a poor prognosis,
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especially when the diagnosis of infection is late,
and result in high morality rates. We therefore
describe an atypical case of catheter-related imtermit-
tent imvasive infection by Candida tropicalis m a
patient with tongue cancer.

The yeast was isolated from the blood and catheter.
and both were further identified as C. tropicalis by the
sequence of D1/D2 domains of the ribosomal DNA
using the primers NL1 (5-GCATATCAATAAGCG-
GAGGAAAAG-3) and NL4 (5'-
GTCCGTGTTTCAAGACGG-3). Phylogenetic anal-
ysis, conducted in MEGAT, showed that the two
strains clostered with the specie type of Y-12968T
with a high bootstrap value (99%). After this proce-
dure, C. tropicalis strain was incorporated in the URM
Culture Collection (Recife. Brazil), under access
number URM7549, and the newly generated sequence
in the NCB1 GenBank database. under access number
MF197316.

The patient did not receive antifungal drugs, but
improved after catheter removal. The fact that the
patient presents normal values of neatrophil count and
stable clinical and physical signs may have con-
tributed to clinical improvement, even without anti-
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