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RESUMO 

 

Atualmente, as  neoplasias malignas apresentam alta taxa de 

mortalidade, seja devido a própria desordem ou a fatores associados, como a 

presença de comorbidades e sepse .  Ao mesmo tempo, as infecções 

ocasionadas por fungos , que acometem esse grupo de pacientes , contribuem 

para a elevação na taxa de morbidade e mor talidade, sendo frequentemente 

responsáveis por quadros graves que podem conduzir o paciente a óbito.  

Frequentemente, as infecções em humanos surgem devido a abordagem 

terapêutica e a utilização de dispositivos médicos  invasivos,  que aliados às 

condições predisponentes do hospedeiro favorecem o surgimento de 

infecções. Ainda, sabe-se que o agravamento da infecção pode estar 

relacionada ao envolvimento de genes  específicos. Assim, aqueles genes 

relacionados à arquitetura da parede celular em C. albicans ,  como o GAL102 ,  

podem facilitar a patogênese .  Entretanto não se sabe o envolvimento deste 

gene em outras espécies de Candida  e se há relação deste com a  integridade 

da parede celular e com a capacidade de aderência e formação de biofilme . 

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de 

adesão, formação de biofilme e a expressão do gene GAL102  em espécies de 

leveduras isoladas de amostras clínicas de pacientes portadores de neoplasias 

malignas .  Os pacientes atendidos no estudo apresenta ram desordens 

neoplásicas variadas, 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%).  A realização do estudo demonstrou uma prevalência de 8,28 

casos a cada 100 pacientes. Os ind ivíduos 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 ocorrência, também, de espécies incomuns como C. 

pelliculosa, C. krusei  e  Cystobasidium minutum. Em relação a capacidade de 

aderência as Células Epiteliais Bucais,  apenas um isolado exibiu uma grande 

capacidade de aderência (6,25%), sendo as demais espécies de fraca 

aderência. Em contrapartida, quase todos os isolados apresentaram 



 

  

significância estatística quanto à atividade formadora de biofilme, 

demonstrando o grande poder de virulência dessas espécies. Em relação a 

presença do gene GAL102 ,  apenas nas espécies de C. albicans  (n=7, 43,75%) 

e C. tropicalis  (n=3, 17,65%) foi constatada a presença 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 constituição d a parede celular 

de Candida ,  crescimento e transição da fase de levedura para a filamentosa .  

Assim, esse gene pode desempenhar um papel importante quanto à  virulência 

e patogenicidade da espécie. Apesar de não ser possível afirmar a relação do  

gene GAL102 com a capacidade de aderência, o eferido gene possui relação 

com a formação de biofilme nessa espécie .  Ainda, foi possível concluir que 

apenas alguns isolados apresentam a mesma variante do gene,  reforçando a 

idéia de que o poder patogênico de Candida  é multifatorial e variável entre  

isolados de uma mesma espécie.  

Palavras-chave:  Candida  sp. Fatore de virulência.  Neoplasia.  Epidemiologia.  

Expressão gênica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

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 mortali ty 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 abil ity 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 biofi lm-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 URM8002 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 INTRODUÇÃO   

 

Apesar dos esforços cent rados no combate ao câncer,  ainda existe uma 

perspectiva muito alta quanto ao surgimento de casos novos da doença. Nesse 

sentido, são esperados o aparecimento de aproximadamente 640 mil casos 

novos até o ano de 2019 no Brasil (INCA, 2017).  No último decênio, somente 

no estado de Pernambuco, a mortalidade ocasionada por neoplasias malignas 

apareceu entre as principais  causas de morte no estado (SECRETARIA 

ESTADUAL DE SAÚDE, 2012). Paralelamente, infecções fúngicas tem 

contribuído de maneira importante no pro gnóstico e sobrevida dos pacientes 

hospitalizados (LIN et al. ,  2018).    

Atualmente,  as infecções fúngicas oportuniscas constituem como um 

dos pricipais agravos a saúde, sobretudo em pacientes com câncer,  

representando a terceira causa de infecções da corre nte sanguínea (LIN et al.,  

2018).  Nesse sentido, as leveduras aparecem como importantes causas de 

morbidade e mortalidade , ao mesmo tempo em que são responsáveis por 

quadros graves que podem conduzir o paciente a óbito ( MOLINA et al.,  2012; 

FAGAN et al.,  2013; RAMIREZ-GARCIA et al .,  2014).  

A predisposição deste grupo de pacientes  às infecções fúngicas está 

relacionada a vários fatores, como tratamentos invasivos pelo uso de cateter e 

sondas e outros dispositivos médicos  (FORTÚN; GIOIA, 2017).  

Paralelamente, surge a necessidade de permanência hospitalar prolongada em 

pacientes críticos,  principalmente aqueles expostos  a quimioterápicos, os 

quais favorecem a imunossupressão (MOLINA et al. ,  2012; RAMIREZ-

GARCIA et al. ,  2014).  Nesse cenário, tem sido observado que os pacientes 

com quadros malignos que desenvolvem infecções por espécies de Candida  

comumente apresentam mal prognóstico (WANG et al .,  2013; FORTÚN; 

GIOIA, 2017; LIN et  al .,  2018).  

 Pesquisas têm demonstrado que de 65-80% das infecções microbianas 

em humanos são resultantes de biofilmes patogênicos. Para iniciar a formação 

do biofilme, é crucial a aderência de células fúngicas à s células do hospedeiro 

e/ou dispositivos médicos, sendo esta capacidade um evidente fator de 
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virulência. Entre os patógenos humanos, o mais associado à formação de 

biofilmes são espécies de Candida ,  especialmente nas superfícies de 

dispositivos médicos, como sondas e cateteres. O tratamento destas infecções 

torna-se mais complexo devido à formação deste biofilme, que é resistente  a 

uma variedade de agentes antifúngicos ( BONHOMME; D’ENFERT, 2013; 

SARDI et al. ,  2013).  

 Diversos estudos relatam que a arquitetura e composição da parede 

celular e a virulência de patógenos fúngicos podem ser alteradas pela 

presença de galactose, sendo a taxa de formação do biofilme mais elevada na 

presença 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 aderência,  outros  mecanismos de 

patogenicidade podem estar envolvidos na gravidade da infecção fúngica , que 

são codificados por genes identifi cados, 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 manutenção 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 expressão de genes de virulência pode auxiliar na 

compreensão dos mecanismos inerentes à infecção fúngica. Todavia,  os 

trabalhos neste sentido ainda são incipientes,  de modo que a virulência de 

outras espécies de Candida  provavelmente esteja relacionada com a 

manifestação deste mesmo fator genético (SEN et al. ,  2011) . Dessa forma, o 

presente estudo teve como objetivo realizar o diagnóstico de infecções 

fúngicas sistêmicas causadas por leveduras em portadores de neoplasias, e  

avaliar a capacidade de adesão, formação de biofilme e expressão 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 haverá um aumento crescente na 

incidência de casos novos de câncer nos países em desenvolvimento, 

sobretudo no Brasil .  Ao mesmo tempo, esses pacientes constituem um grupo 

de risco elevado à predisposição de infecções fúngicas  severas, com 

prognóstico desfavorável.  Partindo deste pressuposto,  infecções por espécies 

de Candida  podem conduzir a um alto índice de mortalidade . Ainda, a  

gravidade da infecção pode ser influencianda negativamente pelo alto  

potencial de virulência das espécies de Candida  que tem maior capacidade de 

adesão e produção de biofilme. Além disso, este potencial pode ser  

determinado pela expressão do gene GAL102 ,  o qual necessita ser mais 

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

 

1.2.1 Objetivo geral  

 

Avaliar a capacidade de adesão e formação de biofilme  e a expressão do 

gene GAL102  em espécies de leveduras isoladas de amostras clínicas de 

pacientes portadores de neoplasias malignas  

 

1.2.2 Objetivos específicos  

 

 Isolar e identificar leveduras provenientes de processos infecciosos de 

pacientes com câncer, atendidos em unidades especializadas, na cidade 

de Recife -  PE; 

 Avaliar o grau de virulência das cepas quanto à capacidade de aderência 

das células de leveduras a células epiteliais humanas;  

 Avaliar o grau de virulência das cepas quanto à capacidade de formação 

de biofilme;  

 Detectar a presença do gene GAL102  nos isolados clínicos de Candida ;  

 Verificar a expressão do gene GAL102  pelos isolados clínicos de 

Candida ;  

 Comparar a expressão do gene GAL102 dos isolados de Candida  com a 

capacidade de aderência e formação de biofilme;  

 Traçar o perfil clínico-epidemiológico dos casos de leveduroses  em 

portadores de câncer ; 

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

identificadas.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

2.1 CÂNCER  

 

 O câncer consiste em uma desordem proliferativa de células clonais que 

continuam a crescer apesar de o estímulo que o desencadeou ter desaparecido. 

Em relação a etimologia da palavra, o câncer se refere aos tumores malignos 

que possuem a capacidade de invadir, destruir e metastatizar,  além de causar 

um grande desgaste emocional e físico ao paciente ( ABBAS et al . 2008).  

Ainda hoje essa doença gera muita repercussão  no âmbito acadêmico e da 

saúde pública e dos pacientes , sendo que os casos que atendem a definição 

médica são simplesmente denominados de Câncer. Porém, cada caso apresenta 

suas peculiaridades,  podendo exibir diferentes manifestações clínicas e 

abordagens de tratamento  (NORONHA, 2008).  

 Segundo a Organização mundial da saúde, o câncer é um grave 

problema de saúde pública, sobretudo em países em desenvolvimento. Esse 

conjunto de doenças é responsável por mais 7 milhões de óbito no mundo, ao 

mesmo tempo em que se observa taxas crescentes de incidência. A frequente 

exposição a fatores de risco ao câncer tem sido apontada como principal causa 

relacionada a este aumento crescente (INCA, 2014; INCA, 2017).  

Estimativas realizadas pelo último GLOBOCAN, em relação ao 

diagnóstico de câncer no mundo, apontam para o surgimento de 

aproximadamente 14 milhões de novos casos da doença, com exceção do tipo 

não-melanoma. Esse cenário é preocupante, tendo em vista que ocorreram por 

volta de 8,2 milhões de mortes atribuídas ao câncer. Tomando por b ase esses  

resultados,  o perfil de incidência e mortalidade de câncer correspondem 182 e 

102 casos para 100.000 habitantes, respectivamente ( STEWART; WILD, 

2014).   

Tem sido observado que a maior parcela dos casos de câncer está 

associada ao perfil urbano e locais mais desenvolvidos, como os casos de 

câncer de pulmão, próstata, mama feminina, cólon e reto, ou a casos 

associados a populações menos desenvolvidas e secundárias as infecções de 

diversas etiologias,  como os canceres de colo do útero, estômago, esôf ago e 
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fígado (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 país.   

A primeira estimativa relacionada a incidência de câncer no Brasil foi  

divulgada pela primeira vez em 1995. A metodologia empregada para o 

conhecimento desse perfi l passou por modificações ao longo dos anos. Nessa 

perspectiva, a estimativa foi calculada a p artir dos registros hospitalares das 

cidades de Porto Alegre, Fortaleza, Goiânia, Campinas e Belém refletindo 

como espelho de uma projeção nacional. Um dos vieses desse primeiro 

momento foi o fato de a pesquisa não contemplar os casos de mortalidade, só 

sendo sanado essa questão no ano de 1998 usando foram uti lizados os dados 

regionais de incidência e mortalidade. Um fato marcante para o Brasil foi  

aperfeiçoamento 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 adoção de uma base única dos casos de câncer em um cenário 

nacional (NORONHA, 2008).  

No Brasil, fatores como o envelhecimento da população, mudanças nos 

padrões alimentares,  exposição a gentes químicos , físicos e biológicos são as 

principais causas relacionadas ao surgimento de câncer. Porém, a distribuição 

dos tipos de canceres não é uniforme, sendo que alguns podem estar 

relacionados com o nível socioeconômico da população, como os canceres de 

colo do útero,  pênis, estômago e cavidade oral (BRASIL, 2006).  

Devido à gravidade da doença, os pacientes acometidos de câncer vêm 

sendo assegurados em âmbito nacional por leis vigentes que asseguram o 

direito ao paciente ao tratamento , sendo este fornecido por órgãos de 

assistência médica mantidos pela União, pelos estados e pelos municípios.  

Esse direito inclui a realização de consultas,  exames laboratoriais, cirurgias e 

a obtenção de medicamentos  pelo Sistema Único de Saúde (SUS)  (BRASIL,  

1990).   

Apesar dessa ampla assistência, durante o curso do tratamento os 

pacientes podem exibir complicações clínicas devido a complicações clínicas 
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relacionadas ao quadro clínico vulnerável a q ue o indivíduo pode vir a 

adiquirir, como infecções provocadas por microrganismos. Ultimamente, as 

infecções fúngicas invasivas, sobretudo as causadas por leveduras, tem 

despertado uma grande importância uma vez que podem ocorrer em indivíduos 

susceptíveis, sobremaneira em portadores de neoplasias malignas. Segundo 

estimativas, as leveduras aparecem como a quarta causa mais comum destas 

infecções, 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 INFECÇÕES FÚNGICAS OPORTUNISTAS  

 

 Os fungos surgiram a 1,5 bilhões de anos e figuram como um dos 

primeiros microrganismos utilizados pelo homem ( BUTLER, 2010). Estima-se 

que existam aproximadamente 8,7 milhões de espécies de fungos, sendo que 

apenas 600 são considerados agentes etiológicos de humanos (MAYER et al . ,  

2013).  O primeiro relato de infecção ocasionada por fungos foi  conferido a 

Hipócrates que, no século V (a.c),  observou estomatite presentes na cavidade 

oral de um paciente (HAZEN, 1995).   

Apesar dos transtornos causados pelos fungos a saúde  humana, pouca 

atenção foi dada a esse problema em detrimento dos graves efeitos 

provocados pelas infecções bacterianas presentes no final  do século XIX 

(HAZEN, 1995). Deste modo, as infecções fúngicas em humanos só 

começaram a ser consideradas um sério problema a partir do século 20 

(BUTLER, 2010).  

Quadros infecciosos ocasionados por leveduras, ou leveduroses, podem 

representar uma condição crítica ao doente,  principalmente as provocadas por 

espécies do gênero Candida  que são conhecidas como candidíase  

(FURLANETO-MAIA et al.,  2007). Infecções dessa natureza podem conduzir 

o paciente a óbito ,  sendo a sepse fúngica definida como uma resposta 

inflamatória sistêmica devido a um agente infeccioso. Ainda hoje, as 

infecções fúngicas 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 críticos são alvo de preocupação constante 

pelos profissionais da saúde, uma vez que a resposta imunoló gica no 

hospedeiro está debilitada e incapaz de debelar o agente agressor ( BURKE, 

2003; ANTAS et al. ,  2012).  Apesar de a resposta imunológica inata apresentar 

baixa especificidade ela corresponde ao melhor mecanismo de defesa frente as 

infecções fúngicas, podendo ser mediada por células e fatores humorais. O 

mecanismo de resposta é baseado no processo fagocitico e  secreção de 

compostos microbicidas. Dentre as células de defesa, destacam -se as células 

fagocíticas, células natual killer, células dendriticas ,  células T Gamma/delta  e 

células não hematopoenticas presentes na camada epitelial ( ROMANI, 2004).  

Taxas crescentes tem sido observad a na incidência das infecções 

fúngicas invasivas,  sobretudo nas últimas décadas. Os indivíduos 

imunocomprometidos representam a maior parcela dos indivíduos acometidos, 

seja pelo seu estado geral ou pela doença de base. Como principais 

comorbidades podem ser citadas as doenças hematológicas malignas,  

síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), tratamento quimioterápico, 

antibioticoterapia e uso prolongado de corticoides (HAN et al.,  2010; 

MAJUMDAR; PADIGLIONE, 2012; OLIVEIRA et al.,  2014).   

Nos dias atuais,  várias espécies de fungos, sobretudos espécies 

emergentes, tem surgido como agentes etiológicos de micoses oportunistas  e 

invasivas. Esse quadro apresenta um estado mais preocupante em si tratando 

de indivíduos internados em unidades de terapia intensiva (UTIs) 

(HEGGENDORNN et al , 2016). Entretanto,  o pior cenário é observado em 

crianças que apresentam neoplasias hematológ icas, uma vez que a mortalidade 

pode alcançar cifras de até 90% dos casos confirmados (GÓMEZ; CARDONA-

CASTRO, 2016).  

Os pacientes estão sujeitos a adquirirem infecções fúngicas devido a 

diversos fatores, como: estado geral do paciente, rompimento dos teci dos e 

exposição direta aos fungos, disfunção dos neutrófilos e da imunidade inata,  

desnutrição aguda, imunossupressão, transplantes de órgãos,  
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antibioticoterapia de demora, resistência antifúngica e aos procedimentos 

médicos invasivos a que os pacientes es tão sujeitos. As infecções da corrente 

sanguínea representam uma importante complicação que pode conduzir o 

paciente a óbito, sobretudo quando acompanhado por um quadro de 

neutropenia severa (LEROY et al.,  2009; KIM; SUDBERY, 2011; GUDIOL et 

al. ,  2016).   

Os fatores intrínsecos aos pacientes não devem ser considerados como 

sinônimo de fator de risco, mas como elementos predispon entes ao surgimento 

da doença fúngica. Dentre esses fatores, pode-se citar a imunossupressão 

ocasionada pelo uso de cortiscosteroides, imunodeficiências hereditárias,  

transplantes de órgãos e tratamento antineoplásico ( De PAUW et al .,  2008; 

HIRANO et al .,  2015).  

Como principais fatores relacionados ao aumento na incidência de 

infecções fúngicas podem ser apontados a melhora nos método s de 

diagnóstico e ao aumento da população de risco, sobretudo, pacientes que 

recebem tratamento quimioterápico (MA et al.,  2013).   Foi observado nas 

últimas décadas um aumento constante na frequência de novos casos de 

infecções provocadas por fungos, sobr etudo em indivíduos 

imunocomprometidos. Infecções fúngicas invasivas em pacientes críticos 

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 

hematológicas malignas as infecções fúngicas 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 

infecções fúngicas (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 Saúde, 20% das infecções 

hospitalares acometem os pacientes internados e apresentam até 10 veze s mais 

chances de adquirir infecção nosocomial ( OLIVEIRA et al. ,  2010).  Infecção 

nosocomial é definida como a infecção que é adquirida após o internamento e,  

também, a alta hospitalar.  Tem estreita relação com os procedimentos 
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médicos invasivos, tais como cirurgias,  inserção de sondas e cateteres e 

acesso venoso (GARNER et al. ,  1988; PAIVA et al .,  2016). Ademais, as 

internações prolongadas também aumentam o tempo de permanência dos 

pacientes na instituição, sendo responsáveis por grande parte da taxa de 

mortalidade nesse setor (GUIMARÃES et al.,  2011; OLIVEIRA et al. ,  2011; 

GOMES et al. ,  2014). 

Estima-se que aproximadamente 50% dos casos de infecções 

nosocomiais sejam oriundos da utilização de dispositivos médicos invasivos,  

sobretudo, ocasionados por espéci es de Candida  (KOJIC; DAROUICHE, 

2004). Além disso, a permanência hospitalar prolongada tem sido um dos 

principais fatores relacionados ao aparecimento maior de novos casos da 

doença fúngica, contribuindo com uma alta taxa de incidência, próximo de 10 

casos para 100.000 habitantes  (MARCOS-ZAMBRANO et al .,  2014a). Sendo 

que estimativas conservadoras têm demostrado que a taxa de mortalidade da 

candidemia é de aproximadamente 60% ( HIRANO et al .,  2015).  

 

2.3 GÊNERO Candida   

 

 A ampla maioria dos fungos, incluindo os filamentosos e leveduras , são 

seres sem motilidade (DESAI; MITCHELL, 2015). Dentre as leveduras, as 

espécies Candida  estão inseridas no reino Fungi, subfilo Ascomycota, Família 

Saccharomycetaceae (GUARRO, GENE, STCHIGEL, 1999; BUTLER et al .,  

2010). O gênero é caracterizado pela existência de uma célula eucariótica,  

podendo apresentar reprodução por brotamento (anamorfo), dando origem a 

células ovoides e/ou esféricas, produção de hifa e pseudohifa, ou pela 

produção 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 situações específicas, podem 

exibir o fenômeno de dimorfismo invertido, quando em vida parasitaria 

podem desenvolver filamentos (FORCHE et al. ,  2003).   

Originalmente,  o epitepo Candida foi utilizado com o propósito de 

denominar o anamorfo das leveduras presentes no gênero Candida (BUTLER, 
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2010). Sendo que a mesma levedura pode apresentar um nome específico para 

o anamorfo e o teleomorfo, como ocorre em C. guilliermondii  e Meyerozyma 

guilliermondii  respectivamente (MÜHLHAUSEN; KOLLMAR, 2014). O 

gênero é formado por um grupo heterogêneo e composto por aproximadamente 

850 espécies, sendo que, destas, apenas 20 já foram is oladas como agentes de 

micose (ALVARES et al. ,  2007; BARBEDO; SGARBI, 2010; MARCOS-

ZAMBRANO et al .,  2014a; MÜHLHAUSEN; KOLLMAR, 2014).    

Em indivíduos sadios, espécies de Candida  comumente fazem parte da 

microbiota autóctone, sobretudo na cavidade oral , sem causar dan os ao 

hospedeiro. Podem colonizar, ainda, a epiderme, orofaringe, arvore 

brônquica, regiões de mucosa, trato gastrointestinal  dentre outros. Por 

comporem naturalmente a microbiota do ser humano as infecções fúngicas 

sistêmicas ocasionadas por esses microrganismos são consideradas micoses 

oportunistas (SCHULZE; SONNENBORN, 2009). Uma característica 

interessante se refere a facilidade de ocorrência de candidíase muco cutânea 

em infantes, sendo talvez uma das primeiras manifestações clínicas a 

surgirem (CARVALHO et al .,  2003; PAPPAS et al.,  2003).   

Porém, sob determinadas condições, essas espécies podem passar do 

estado comensal para o de patógeno e causar infecções localizadas e/ou 

generalizadas. Quando isso ocorre, origina uma condição denominada de 

candidíase que é uma infecção causada por leveduras do gênero Candida  que 

podem provocar sinais  e sintomas bastantes distintos .  Nesse âmbito,  as 

infecções ocasionadas por espécies de Candida  podem provocar lesões de 

caráter agudo, subagudo e/ou crônico, de localiz ação superficial a profunda 

(BARDEDO; SGARBI, 2010).  

Merece atenção especial a candidemia, que pode ser definida pela 

presença de cultura positiva do sangue para Candida sp. de um paciente que 

apresente estado febril,  hipotensão ou outro sinal  de choque s éptico (KO et 

al. ,  2010). Nesses casos, a presença de apenas uma amostra positiva 

acompanhada de sinais e sintomas é suficiente para se confirmar a infecção 

(HACHEM et al .,  2008).   
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Tradicionalmente, são consideradas duas vias de infecções por esses 

agentes: a de origem endógena e a exógena, que é por fontes diversas, tendo 

como foco o contato com profissionais de saúde e/ou materiais hospitalares 

contaminados (PFALLER; DIEKEMA, 2007; TRAGIANNIDIS et al.,  2013).  

Sob certas condições, existe a possibilidade de ocorrência de surtos clínicos 

de candidíase, sendo esses episódios associados a contaminações 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 gênero Candida  são responsáveis por quadros clínicos 

diversos e de severidade variável. De especial atenção, merece destaque a 

candidíase invasiva, representada principalmente pelos casos de candidemia e 

infecção disseminada (YAPAR et al.,  2014).  Segundo Colombo e Guimarães 

(2003), a candidíase hematogênica pode ser interpretada como um amplo 

espectro de quadros clínicos, englobando, assim, desde episódios restritos a 

corrente sanguínea (candidemia) até casos onde o fungo dissemina -se para 

diferentes sítios corpóreos do indivíduo, podendo evoluir o hospedeiro a 

óbito. Para esta infecção a taxa de incidência corresponde a aproximadamente 

8 casos a cada 100.000 habitantes (GEGIÉ et al.,  2013).  

Apesar dos avanços nos métodos de diagnóstico e identifi cação, os 

casos de candidíase invasiva ainda constituem um desafio. Observa -se que em 

menos da metade dos casos os pacientes apresentam um quadro compatível  

com a infecção fúngica (MOREIRA, LOPES e CARVALHO, 2004; BASSETTI 

et al. ,  2010). Sendo que o aumento na incidência das infecções por espécies 

de Candida  pode estar relacionada ao uso disseminado de antibióticos de 

amplo espectro e pelo aumento no número de indivíduos imunocomprometidos 

(NEPPELENBROEK et al. ,  2013).   

O conhecimento da  epidemiologia da micose é uma área de grande 

interesse, uma vez que o padrão de incidência e prevalência varia 

consideravelmente entre as diferentes zoas geográficas  e por haver dados 

escassos sobre a epidemiologia da candidemia na américa lat ina ( Da MATTA 

et al. ,  2017). Assim, dados a esse respeito possibilitaram compreender que  a 
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grande maioria dos casos de candidíase frequentemente estão associados  a 

episódios de infecção em UTIs, ocasionados na sua grande maioria por 

infecções de corrente sanguínea por leveduras do gênero Candida  (AIKAWA 

et al. ,  2016).   

Em se tratando da frequência de isolamento nas UTIs, as leveduras do 

gênero Candida  correspondem a aproximadamente 80% de todos os casos das  

infecções fúngicas identificadas e notificadas ao Centro de Controle de 

Infecção Hospitalar (CCIH). Essa si tuação representa um grande desafio à s 

equipes envolvidas no atendimento dos pacientes , sobretudo devido à 

dificuldade de diagnóstico clínico e terapêutico das infecções nosocomiais 

causadas por esses agentes fungicos (COLOMBO; GUIMARÃES, 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 tendência de aumento na frequência de candidemia por C. 

glabrata  na Argentina, Colômbia e Brasil.   

Estudos demonstraram que a epidemiologia da candidíase passou por 

mudanças nas últimas décadas, sobretudo com o surgimento de espécies 

emergentes (PASWAN et al. ,  2012; YAPAR et al. ,  2014). De acordo com o 

Programa Internacional de Vigilância epidemiológica 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 infecção e o agente infeccioso envolvido 

podem contribuir de maneira significativa para a prevenção da propagação 

clonal de espécies emergentes multidroga resistentes  e com a administração 

do tratamento apropriado (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).  

Nos Estados Unidos, entre os anos de 2002 a 2012, a candidíase 

invasiva apareceu como a principal causa de infecção fúngica,  com uma média 

anual de 5,3 casos a cada 100.000 habitantes. Os pacientes geralmente 

apresentam uma hospitalização demorada, sendo que o custo médio de 

tratamento por paciente foi  de aproximadamente 47 mil dólares ( 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 

epidemiológicos 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 incidência de 0,23% ( CORNELY et al. ,  2015).   

As leveduras do gênero Candida  ainda figuram como os agentes 

etiológicos 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 têm merecido destaque, como C. glabrata,  C.  

parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei , C. guilliermondii C. dubliniensis, C. 

kefyr, C. lusitaniae, dentre outras,  ocasionando infecções localizadas e 

sistêmicas (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 regiões de mucosas e no trato gastrointestinal .  Essa levedura 

apresenta dimorfismo da fase de levedura para a fi lam entosa, sendo a hifa 

capaz de se aderir, invadir os tecidos do hospedeiro e causar doença 

(WALTIMO et al .,  2003). Seus efeitos patogênicos também podem ser  

mediados por genes específicos da levedura,  a exemplo de HWP1  e ALS1  

(SANDAI et al. ,  2016), que podem conduzir a célula fúngica a invadir os 

tecidos do hospedeiro e alcançar a corrente sanguínea ( 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 hematológicas malignas.  

Tortorano et al. (2013) observaram uma taxa de incidência de candidemia de 

19,8 % nos casos de tumores sólidos e de 8,3% em pacientes com neoplasias 

hematológicas,  destacando-se a Candida albicans  como principal agente.  

Diferentemente, em um estudo da Organização Europeia para Pesquisa e 

Tratamento do Cancer,  foi notado que dos 249 casos de candidemia, C. 

albicas  foi responsável por 70% dos casos quando os pacientes apresentavam 
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tumores sólidos e 36% em pacientes com neoplasias hematológicas ( VISCOLI 

et al. ,  1999).   

Em um estudo conduzido por Hirano et  al . (2015), foi  observado que 

dentre 65 isolados clínicos, 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 à 

conclusão de que a conduta terapêutica deve ser paralela a remoção do 

cateter, sobretudo em idosos.   

Um notório caso foi relatado por Broth ers et al. (2016) em um paciente 

portador de mieloma múltiplo.  O paciente apresentava uma ferida 

hiperqueratotica e hiperpigmentada de difícil cicatrização. Inicialmente, uma 

das hipóteses diagnósticas foi de uma infecção fúngica .  Todavia, os autores 

concluíram que a lesão era devido a presença de carcinoma de células 

escamosas que estava mimetizando uma infecção fúngica  corroborada pelo 

isolamento de C. parapsilosis .   

Tang et  al . (2014), relataram a ocorrência de 242 episódios de 

candidemia em portadores de neoplasias, sendo contatado uma maior 

prevalência nos portadores de câncer de cabeça, gastrointestinal e de pulmão. 

Os autores observaram que a presença de cateter, exposição previa a 

antibioticos de amplo espectro e o uso de drogas imunossupressoras for am os 

principais fatores de risco na aquisição da infecção fúngica.  

Miller e Mejicano (2001) relataram um caso incomum de osteomieli te  

provocado por C. albicans  e uma abrangente revisão sobre o tema. No mesmo 

sentido, Lashof et al . (2011), fizeram uma amp la revisão sobre endolfi talmite 

de origem fúngica.  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 lesão mais 

profunda do humor vítreo (endoftalmite).   

Entretanto, atualmente as espécies de Candida  não albicans  tem 

prevalecido em portadores de neoplasias, sobretudo as hematológicas. Como 

principais causas dessa problemática, diferenças geográficas e, sobretudo, o 
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uso profilático disseminado de azólicos tem sido apontada ( PUIG-ASENSIO 

et al. ,  2015).   

Para Wang et al . (2015) a epidemiologia da candidiase pode ser  

considerado como um evento dinâmico. Segundo os autores, as infecções 

ocasionadas pelas espécies de C. glabrata  e C. Krusei  passaram a predominar,  

sobretudo, após 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 adoção das equinocandinas para tratamento 

profilático.  

Em um caso recente,  Ceccarelli et al . (2016) descreveram um episódio 

de meningite fúngica provocada por C. tropicalis  em um indivíduo 

imunocompetente. Os autores relatam que o uso de voriconazol é a primeira 

escolha no tratamento de infecções do SNC. Todavia, apesar do tratamento 

adequado com voriconazol, foi notado o ganho de resistência por esse 

patógeno.   

Recentemente, Candida  auris tem sido apontada como um importante 

patógeno 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 prevalência dessa espécie é subestimada, sendo que 

as infecções ocasionadas por essa espécie aprese ntam uma alta taxa de 

mortalidade (KATHURIA et al. ,  2015; CALVO et al .,  2016).  

Segundo o Centers for Disease Control  and Prevention (201 7) C. auris  

surge como sério problema global que pode provocar doença grave em 

indivíduos hospitalizados. Apesar de inf ecções terem sido relatados em 

diversas partes do mundo (Coreia do Sul, India, Africa do Sul, Kuwait,  

Colombia, Venezuela e Paquistão), estudos apontam que os isolados são 

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 atenção como agente de infecções sistemicas e de mucosas,  
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sendo que os dados apontam que a infecção possui origem endogena, 

sobretudo do intestino (KHAN et al. ,  2015).    

 Uma condição clínica importante e frequente em pacientes 

hospitalizados se refere aos casos de infecções do trato urinário por Candida .  

Entretanto, se verifica uma escassez de dados epidemiológicos,  

principalmente em pacientes  com neoplasias, e sua relação com o 

desenvolvimento da candidíase invasiva  (GEORGIADOU et al .,  2013) . Tem se 

observado que a presença de candiduria pode não vir acompanhada de sinais e 

sintomas clínicos (NUCCI, 2000), sendo uma condição mais relevante 

clinicamente em pacientes que fazem uso de cateter vesical de demora e 

indivíduos imunocomprometidos  (REZAI et al. ,  2017).   

É notório a dificuldade de se diferenciar colonização de doença, uma 

vez que não existe uma abordagem que realize a distinção em ambos os casos 

(MALANI; KAUFFMAN, 2007).  Entretanto,  em pacientes crí ticos, os achados 

laboratoriais de candiduria devem ser considerados como um importa nte 

indicador de candidemia, sobretudo em pacientes de alto risco  (REZAI et al . ,  

2017).  Além disso, a utilização de cateteres de demora e o uso indiscriminado 

de antibióticos podem estar intimamente relacionados com o aumento na 

incidência da candiduria (LUNDSTROM; SOBEL, 2001).  

Devido a esses paradigmas, foi sugerido que há uma relação mais 

estreita no sentido de infecção quando a contagem urinaria de colônias 

ultrapassa valores de 1 .000 UFC/mL e observado a ausência de sintomas 

(LUNDSTROM; SOBEL, 2001; NICOLLE, 2003). Todavia, em casos 

extremos como os relatos de  pielonefrite fúngica de origem hematogênica 

pode resultar em contagens relativamente inferiores  a esta (KAUFFMAN; 

VAZQUEZ; SOBEL, 2000).   

Dentre os agentes fúngicos, 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 hematológica, 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 infecção do trato urinário, 96 foram episódios de candidúria 

ocasionados por C. albicans  (72%), C. glabrata  (11,46%), C. tropicalis  

(6,25%) e C. parapsilosis  (4,16%). Este cenário representa uma taxa de 

incidência de aproximadamente 2 ,6 casos por 1 .000. Ainda, foi verificado que 

os indivíduos jovens masculinos e mulheres em uso de cateter foram mais 

susceptíveis a adquirirem uma candiduria.    

 

2.4 LEVEDURAS PIGMENTADAS   

 

As leveduras do gênero Rhodotorula  pertencem ao filo Basidiomycota,  

ordem Sporidiobolales e família Incertae sedis. São caracterizadas pela 

produção do pigmento Betacaroteno que confere diferentes tonalidades de 

bege e vermelho. Elas estão amplamente distribuídas na na tureza, e podem ser 

isoladas com certa facilidade do meio ambiente, de alimentos e da pele 

humana. São estudadas, principalmente, devido ao seu potencial  

biotecnológico na aplicação industrial  ( BISWAS et al .,  2001; MALISORN; 

SUNTORNSUK, 2009).   

Essas leveduras apresentam crescimento rápido (24 -48h) e as colônias 

podem apresentar um aspecto l iso e/ou mucoso. Ao exame micromo rfologico,  

podem ser observadas  células leveduriformes ovais e esféricas e, em alguns 

casos, apresentar cápsula. Adicionalmente, não são  leveduras fermentadoras e 

possuem a capacidade de degradar a ureia, ação que é promovida pela 

produção da enzima urease (De HOOG et al .,  2002; FELL et  al.,  2000).     

 O grupo é polifilético e é composto por aproximadamente 34 espécies  

(BISWAS et al .,  2001). Destas, Rhodotorula  mucilaginosa  é a espécie mais 

prevalente como patógena de humanos, seguida por R. glutines  e 

Cystobasidium minutum ,  que era conhecidoa anteriormente como Rhodotorula 

minuta  (WIRTH; GOLDANI, 2012). Espécies de Rhodotolula  são importantes 

patógenos emergentes que tem sido frequentemente isolada como agente de 

micose. Essas leveduras já foram relacionadas a casos de 
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endocardite,  peritonite, meningite e onicomicose ( LOSS et al .,  2011; FORÉS 

et al. ,  2012).    

A principal ferramenta de identificação de leveduras,  em nível de 

espécie, consiste na análise dos dados barcoding da região LSU do rDNA. 

Entretanto, tem se observado que dentre os casos de infecção por 

Cystobasidium ,  apenas Zhou et al. (2014) fizeram uso dessa ferramenta de 

identificação molecular. Ademias, os métodos de identificação de espécies 

fenotípicas mostra-se demorada e laboriosa, sendo que geralmente não é 

empregada no diagnóstico de rotina, sendo necessário a identificação de 

espécies de Cystobasidium  por ferramentas moleculares (KURTZMAN, 2011; 

ARENDRUP et al. ,  2014).  

Em comparação com outras espécies de Rhodotorula ,  C. minutum  é 

raramente relatado. Existem apenas dois casos documentados de disseminação 

hematogênica descritos para pacientes com vírus da imunodeficiência 

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 câncer ( LEIBOVITZ et al.,  1991; CERIKCIOGLU et 

al. ,  2005).  

Kiehn et al.  (1992) relataram a ocorrência de 23 casos de sepse 

ocasionados por Rhodotorula  associada a CVC em um centro oncológico 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 

antifúngica associada a remoção do cateter,  ci nco receberam terapia 

antifúngica sem a remoção do cateter e cinco pacientes foram submetidos a 

apenas a remoção do cateter.    

Cerikcioglu et al.  (2005) descreveram um caso acometendo uma 

paciente portadora de câncer de útero. A paciente veio a apresentar restrições 

de movimento acompanhada de episódios de dor e edema. O histórico revelou 

estado afebril que evoluiu para episódios de taquicardia, necessitando ser 
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submetida a uma cirurgia na articulação do quadril . Foram retirados 200mL 

de material purulento da lesão, sendo obtido em cultura um isolado de R. 

minuta .  Após o diagnóstico, a paciente foi tratada com sucesso com 

fluconazol (400mg/dia) por 75 dias.   

Em relação ao perfil  de susceptibilidade , ainda há controvérsias quanto 

ao tratamento a ser utilizado  para infecções por esses agentes aos 

antifúngicos disponíveis atualmente , uma vez que não há breakpoints  

preestabelecidos no CLSI (ZHOU et al. ,  2014). Dessa forma, testes de 

susceptibil idade antifúngica são indispensáveis para a vigilância clínica e 

conhecimento indispensável sobre a epidemiologia da levedura. Devido a esse 

cenário, o tratamento de escolha  tem sido a utilização da anfotericina B, 

associada ou não a flucitosina (ARENDRUP et al. ,  2014; HSUEH et al.,  

2003).  

Um fator que pode l imitar o tratamento do doente reside em infecções 

associadas a cateter.  Em contraste com a extensa literatura sobre infecções 

relacionadas ao cateter de Candida ,  pouca informação há a respeito de 

biofilmes de patógenos fúngicos emergentes, como espécies de Rhodotorula .  

Assim, esses dispositivos médicos podem ser responsáveis por uma 

porcentagem significativa de infecções humanas (LEIBOVITZ et al .,  1991; 

GOLDANI et al .,  1995). A formação de biofilme de células fúngicas em 

dispositivos médicos é, portanto, um importante fa tor de virulência e 

patogenicidade (ARENDRUP et al. ,  2014), que em casos de infecções da 

corrente sanguínea associadas a cateteres, a remoção do dispositivo é 

extremamente recomendada (HSUEH et al.,  2003).   

 

2.5 DIAGNÓSTICO MICOLÓGICO  

 

Os sinais e sintomas exibidos durante um episódio de candidemia são 

inespecíficos, representados, sobretudo, por episódios febril , leucocitose e 

hipertermia. Todavia, esses achados clínicos são inespecíficos e apenas uma 

parcela dos pacientes exibirão, em algum momento, algu m desses sinais 

durante o percurso da doença (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).  
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O diagnóstico laboratorial micológico  de infecções fúngicas constitui  

um desafio, sobretudo no tocante a detecção e identificação rápida e precisa 

do agente etiológico (HIGASHI et al. ,  2015). Nesse âmbito, algumas amostras 

biológicas podem ser consideradas representativas no diagnóstico dessas 

infecções como sangue, liquido cefalorraquidiano e sinovial,  secreção 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 clínica esperada (OLAECHEA et al .,  2004). Esses 

dados contribuem de maneira significativa no tocante a epidemiologia e 

conduta terapêutica adotada (HIGASHI et al .,  2015).  

Em se tratando da realização de hemocultura para fungos , apesar de 

baixa sensibilidade, ainda é a ferramenta mais empregada no diagnóstico de 

candidemias (KLASTERSKY; AOUN, 2004).  Assim, quando ocorrem falhas 

no diagnóstico pode ocorrer disseminação e infecção generalizada, resultando 

em um quadro de sepse.  Atrelado a esses fatores,  existe a necessidade do 

prolongamento da terapêutica resultando em elevados custos hospitalares 

(TEIXEIRA-LOYOLA et al. ,  2013).   

Na maioria das vezes, o diagnóstico laboratorial de micoses tem como 

base a demonstração do agente etiológico na amostra clínica e o posterior 

isolamento do agente etiológico. Entretanto, salvo raras exceções, a simples 

demonstração do fungo na amostra biológica é suficiente para o fe chamento 

do caso, como ocorre no diagnóstico de algumas infecções fúngicas sistêmicas 

como: (i) a paracoccidioidomicose, com a demonstração de leveduras com 

brotações múltiplas, (ii) coccidioidomicose, pela presença de esférulas e (iii)  

histoplasmose, com a presença de leveduras intracelulares (PAUW et al .,  

2008).   

O cenário atual das infecções por espécies de Candida suscitou a 

necessidade de métodos de identificação que fossem rápidos e precisos .  

Paralelamente, a gravidade da infecção decorrente da resist ência antifúngica e 

demora no inicio da terapêutica adequada é uma preocupação 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 Coleção de Cultura 
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de Leveduras Patogénicas da USP, concluíram que nenhum teste fenotípico, 

isoladamente, foi capaz de diferenciar as espécies de C. albicans  e C. 

dubliniensis. Essa si tuação torna-se mais preocupante, sobretudo, devido ao 

fato de que os métodos fenotípicos isoladamente  podem não ser suficientes 

para diferenciação dos isolados  fúngicos em nível de espécie .   

 

2.6 MECANISMOS DE VIRULÊNCIA  

 

Uma propriedade inerente a levedura em causar algum efeito patogênico 

está relacionada com os níveis de virulência da célula fúngica e  a interação 

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 imunológicas, de se aderir e formar biofilme patogenicos 

pelo agente etiológico 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 atribuída a 

alterações nos níveis de virulência dos isolados e/ou falhas no mecanism o de 

defesa do hospedeiro. Deste modo, patogenicidade e virulência são entendidas  

como a capacidade de causar doença e driblar os mecanismos de defesa do 

hospedeiro,  respectivamente.  Como principais fatores de virulência,  podemos 

destacar a produção de tubo germinativo, dimorfismo fúngico, variação 

fenotípica, variação genotípica, capacidade de aderência promovida pelas 

adesinas e formação de biofilme, produção de toxinas e exoenzimas ( SOLL et 

al. ,  2003; SCHULZE; SONNENBORN, 2009).  

 

Adesão   

 

Um importante fator de patogenicidade do gênero Candida  está 

relacionado a capacidade de adesão da célula fúngica as células do 

hospedeiro,  dispositivos médicos e superfícies inertes, a exemplo de células 

epiteliais bucais e da vagina, cateteres venosos, válvulas orgân icas 

(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 adesão conferida pela  presença de mananas, glucanas, sacarinas e 

adesinas (NIKAWA; HAMADA; YAMAMOTO, 1998).  

É notório como a levedura encontra condições propicias para se aderir  

as estruturas do hospedeiro, como condições ótimas de pH, temperatura,  

liberação de fluidos biológicos nas superfícies corpóreas deficiências 

imunológicas (HABASH et al. ,  1999; AGUIRRE et al. ,  1996; MOLINA et al.,  

2012; RAMIREZ-GARCIA et al. ,  2014). Assim, essa etapa de colonização 

representa uma etapa crucial no estabelecimento e manutenção do processo 

infeccioso, podendo ocasionar ainda invasão tecidual e formação de biofilme 

(MAYER et al. 2013; WILLAERT, 2018).   

 

Biofilme fúngico   

 

Fatores intrínsecos a levedura são fatores chaves do potencial  

patogênico do microrganismo e gravidade da micose ( YU et al. ,  2017). Dados 

recentes mostram que 65-80% das infecções microbianas em humanos são 

resultantes de biofi lmes patogênicos. Apesar de o biofilme formado por 

espécies de Candida  ser um dos principais fatores de virulência, ele ainda não 

é totalmente compreendido. Ademais, o tratamento destas infecções torna -se 

mais complexo devido à formação deste biofilme, que conduz a resistência a 

uma ampla variedade de agentes antifúngicos ( BONHOMME; D’ENFERT, 

2013; SARDI et al. ,  2013; BORGHI; BORGO; MORACE, 2016).  

Os biofilmes apresentam afinidade por superfícies bióticas e inertes e 

podem ser consti tuição primaria mono ou polimicrobiana, exibindo um alto 

nível estrutural  de organização . É importante frisar, também, que os biofilmes 

mono-microbianos são formas incomuns na natureza, sendo natural a 

existência de uma comunidade plural de células vivendo  em associação  

(DAVEY; O’TOLLE, 2000). Vários fatores têm sido elucidados quando aos 

mecanismos de formação do biofilme. Sabe -se que a célula fúngica uti liza-se 

de uma maquinaria celular refinada, conhecido por quorum sensing (QS), para 
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o controle da morfogênese, formação do biofilme e disseminação dessa 

estrutura complexa (KRUPPA 2008).   

O biofilme apresenta uma interface bastante complexa, sendo que 

durante sua formação  algumas etapas são tidas como fundamentais. Sendo 

assim, em um primeiro momento, é fun damental que a célula-mãe do biofilme 

possa se aderir a superfície livre. Essa célula apresenta diversos mecanismos 

auxiliares para que ocorra a adesão, como adesinas e interações eletrostáticas 

não especificas. Curiosamente, esse prime iro contato pode ser  perdido e a 

célula aderida ser liberada. Após esse momento, a célula passará a liberar 

substancias mantedoras da adesão e início  da formação de micro colônias  que 

irão coalescer.  Em seguida, tem-se o biofilme que apresenta uma arquitetura 

complexa formada por estruturas do fungo, matriz polimérica, poros e canais 

de água que permitem o fluxo de nutrientes e metabó li tos. O último estágio 

do biofilme consiste no deslocamento e liberação de estruturas do biofilme, 

como células de leveduras , que pode ocorrer em condições desfavoráveis.  

Essas células livres são altamente especializadas e capazes de originar um 

novo biofilme (CHANDRA et al .  2001;  MONROE, 2007).   

Biofilmes patogênicos (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 âmbito,  foi observado que a 

composição dos dispositivos favorece a capacidade de se aderir e formar BP 

pela mediação das adesinas do fungo (CUÉLLAR-CRUZ et al. ,  2012).  

Biofilmes de espécies de Candida  tem origem na adesão da superfície 

pelo fungo, dando origem ao crescimento e formação de uma complexa rede 

formada por elementos fúngicos e matrix extracelular  (Figura 1). Biofilmes 

são capazes de evadir da resposta imunológica do hospedeiro e contra agentes 

antifúngicos (NEGRI et al. ,  2012).  Esses dispositivos são um agravante a 

saúde do indivíduo, uma vez que podem influencia r a manutenção do processo 

infeccioso. Como exemplo, tem-se os casos de candidemia relacionados com a 

presença de cateter e confirmada pelo isolamento do agente etiológico 

(VISCOLI et al.,  1999).  Os casos de candidemia quando associados a 

presença de cateter de demora são uma situação preocupante. Diante dessa 
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problemática é sugerido que o cateter infectado seja removido e substi tuído 

por um novo dispositivo. Esse processo possui um elevado custo, prolonga o 

período de hospitalização e, em alguns casos, pode representar um risco a 

saúde do paciente (KO et al. ,  2010). Contudo, em situações específicas , a 

simples remoção do cateter aliada ao bom estado imunológico do paciente 

pode conduzir a cura clínica ( INÁCIO et al. ,  2019).   

Fatores como a modulação da resposta imunológica e a capacidade de 

sobreviver dentro das células de defesa do organismo, a exemplo dos 

fagócitos, são importantes na sobrevida do agente infeccioso ( CHAFFIN et  

al. ,  1998; JONG et al.,  2001).   

Chandra et al .  (2001), ao analisar a interação de leucócitos com 

biofilmes formados,  notaram a existência de uma resposta imunológica 

variada das células da linhagem mononuclear do sangue , com a produção de 

altos níveis das interleucinas IL-1β, IL-10 e Proteína Quimiotática de 

Monócitos-1 (MCP-1). Um fato curioso constatado foi que  houve efeito 

sinérgico na formação do biofilme ocorrido pela migração das células 

mononucleares do sangue, sem a ocorrência do fenômeno de fagocitose e/ou 

morte das células do biofilme, acarretando a sua  proliferação e aumento da 

espessura.  

Uma possível  explicação para o fenômeno acima descrito pode ser  

fundamentada no não reconhecimento das células de levedura que compõe o 

biofilme. Paralelamente, a resposta humoral se mostra ineficaz, uma vez que 

as interações ligantes das citocinas não possuem qualquer influência na 

ativação de polimorfos nucleares (PMN)  (KATRAGKOU et al .,  2011).  

Estudos tem demonstrado que a célula fúngica pode ser capar de 

promover a regulação de genes relacionados com a adaptação oxcidativa,  

sobretudo a ação promovida pelo óxido nítrico ( HROMATKA et al.,  2005). O 

sequestro de ferro também assume uma importân cia vital para o sucesso da 

infecção promovida pela levedura, uma vez que essa é capaz de sequestrar 

ferro da transferrina (CHAFFIN et al. ,  1998).  Além do biofilme, outros 

fatores têm se mostrado cruciais no escape da célula fúngica, como a 

expressão de genes de virulência.  
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Figura 1:  Desenho esquemát ico demonstrando  as  e tapas de formação do biof i lme de  

Candida  e  mecanismos de resistênc ia.   

 

 

 

 

 

 

Fonte: BORGHI; BORGO; MORACE, 2016 

 

Genes de GAL  

 

Apesar de os fatores de virulência serem modulados genetica mente,  

sabe-se que a sua expressão está condicionada a variantes ambientais e 

intrínsecos do microrganismo, como o teor nutricional, disponibilidade de 

oxigênio e temperatura ótima a que o fungo está exposto ( LACAZ et al.,  

2002).  

Os genes envolvidos no metabolismo da galactose (Galactoquinase,  

galactose-1-fosfato uridil transferase e UDP-glicose-4-epimerase) são 

bastante conservados, sendo que em C. albicans  estão localizados no 

cromossomo 1. Nessa espécie, a galactose é metabolizada (via de Lelo ir) por 

meio das enzimas GAL, onde há a conversão da beta -D-galactose em alpha-D-

glucose-1-phosphato. Entretanto, em C. albicas  a enzima GAL102  é 

responsável por converte o carboidrato alpha-D-glucose-1-phosphate em 

UDP-galactose,  na ausência da galactose, como demonstrado na Figura 2 

(Candida  GENOME DATABASE, 2017). Uma explicação para esse fenômeno 

pode estar relacionada com a capacidade de expressão do gene GAL10  através 

de fatores transcricionais, como o composto N-acetilglucosamina (GlcNAc) 

que também é responsável pela ativação de genes regulados pela galactose 

envolvidos na indução da fase micelial ,  como GAL1  e GAL7 .  O componete 

GlcNAc  atua diretamente na sinalização de AMP cíclico (cAMP) podendo 
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desencadear a formação de hifas e, modular a indução de genes necessários 

para catabolizar o GlcNAc (GUNASEKERA et al. ,  2010).    

 

Figura 2:  Via de Lelo ir   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Candida  GENOME DATABASE, 2017 

 

Ao que tudo indica, o gene GAL10  tem um papel fundamental em 

Candida ,  a sendo que região putativa homóloga UDP -glucose 4-epimerase já 

foi  descrita em Candida albicans ,  C. tropicalis, C.  dubliniensis e  C. 

orthopsilosis  (NCBI,  2019) .  

Em modelo experimental de candidíase sistêmica, foi demonstrado que 

o silenciamento do gene GAL102  resultou em uma maior sensibilidade às 

drogas antifúngicas e a agentes desestabil izadores da parede celular. Os 

biofilmes mutantes formados também se mostraram menos compactos. A 

análise das mananas da parede celular de isolados de C. albicans  privados do 

gene GAL102  revelou que um dos principais constituintes da manana está 

ausente e o componente fosfomanana conhecido por seu papel na virulência 
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está notavelmente reduzido. Evidenciou -se, assim, que a arquitetura,  

composição da parede celular e a virulência de C. albicans  é alterada pela 

presença 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 proteínas denominadas de 

família de cadeia curta deidratase/redutase ( JORNVALL et al . ,  1995). Essas 

proteínas apresentam como característica principal a presença de um cofator 

rico em glicina ligado a porção motif N -terminal ao catalizador motif 

YXXXK (LI et al , 2006).  
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3 METODOLOGIA  

 

3.1  ASPECTOS ÉTICOS  

 

Esta pesquisa foi submetida para análise ao Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos do CCS/UFPE e da Sociedade Pernambucana de 

Combate ao Câncer, tendo início apenas mediante sua aprovação. Esta 

pesquisa não trouxe riscos diretos ao paciente,  sendo estes minimizados 

através da informação ao paciente sobre os objetivos do estudo e através de 

realização de procedimentos para obtenção das amostras por profissionais  

habilitados. Os indivíduos envolvidos direta e/ou indiretamente na pesquisa 

além de serem beneficiadas diretamente com o diagnóstico , também 

forneceram subsídios para obtenção de conhecimentos maiores sobre 

infecções fúngicas. Adicionalmente, foi  assegurado aos centros participantes  

da pesquisa de que não teriam nenhum tipo de despesa material ou financeira 

durante o desenvolvimento da pesquisa. Os preceitos éticos preconizados na 

resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde (CONEP)  e na declaração 

de Helsinki foram respeitados,  constando as informações pertinentes às  

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 período 

de janeiro de 2016 a dezembro de 2017 .  

 

3.2 LOCAL DE COLETA  

 

As coletas foram realizadas em pacientes portadores de neoplasias  

atendidos no Serviço de Oncologia do Hospital das Clínicas-HC/UFPE e no 

Hospital de Câncer de Pernambuco  (HCP). Foram realizadas coletas de 

amostras biológicas a cri tério médico em pacientes com suspeita de infecção 



42 

 

 

 

fúngica. Paralelamente, foram colhidas informações clínicas a partir dos 

prontuários dos pacientes no período de janeiro de 2016 a dezembro de 2017 . 

 

3.3 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS  

 

As amostras clinicas (à critério médico) foram obtidas de pacientes com 

quadros oncológicos e que apresentaram hipótese diagnóstica de micoses. As 

amostras biológicas foram processadas para realização do diagnóstico 

laboratorial micológico, compreendendo a realização de exame microsc ópico 

e cultura. Este procedimento foi realizado  no laboratório  de Micologia 

Médica de Departamento de Micologia da UFPE.  

Foram coletadas informações clínicas e biodemográficas a partir dos 

prontuários dos pacientes , sendo incluídos no estudo todos os pacientes 

portadores de quadros oncológicos  com diagnóstico de infecção fúngica . Os 

dados foram coletados em fichas próprias discriminando o gênero, idade, 

histórico de tratamento antifúngico e mês e ano da coleta das amostras 

biológicas.  

  

3.4 REALIZAÇÃO DO DIAGNÓSTICO MICOLÓGICO  

 

O diagnóstico micológico foi realizado através  da preparação de 

lâmina, quando possível, para evidenciação de estruturas fúngicas em 

parasitismo. Desta forma, as amostras foram preparadas a fresco .  

Concomitantemente,  as amostras foram semeadas em meio ágar Sabouraud 

(DIFCO) adicionado de cloranfenicol  (50mg/L),  e mantidas à temperatura de 

28 e 37ºC por um período de até 15 dias. Após a obtenção do agente 

etiológico, este foi  purificado e identificado através de taxonomia clássica e 

molecular.   

 

3.5 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS DE LEVEDURA  

 

Identificação 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 placa s incubadas a 37° 

por até 48h.  As leveduras foram identificadas presuntivamente por meio da 

coloração e aspecto da cultura  (e.g. verde: C. albicans ;  azul: C. tropicalis ;  

rosa rugora: C. krusei ;  rosa lisa: C. parapsilosis  e lilás: C. glabrata) 

(ARAÚJO et al.,  2005).   

 

Identificação clássica  

 

As leveduras  foram identificadas por meio da fenotipagem clássica 

baseada nas características macroscópicas, microscópicas e fisiológicas dos 

agentes etiológicos (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 sólido. Os isolados foram repicados em meio ágar 

Sabouraud e incubadas por 48h a 30ºC. Após o crescimento, foram 

confeccionadas lâminas contendo o corante azul de Aman ( Lactophenol blue ),  

sendo verificado os aspectos morfológicos das células de levedura (e.g.  

esféricas, elipsoidal,  ovóide, cilíndrica) e os aspectos da cultura  (LACAZ et 

al. ,  2002).   

 

Capacidade de hidrólise da Uréia  

 

Culturas com  até 48h de crescimento foram semeadas em ágar Uréia 

Christensen e incubadas a 30°C por até três dias. Os tubos foram examinados a 

fim de verificar a mudança na alcalinidade do meio conferida pela mudança de 
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cor do amarelo para o vermelho, sendo este indicador da produção d a enzima 

uréase (LACAZ et al .,  2002).   

 

Assimilação de fontes de carbono e de nitrogênio  

 

O teste para aferir a capacidade de assimilação de fontes de nitrogênio  

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 solução do 

carboidrato a 10%. Em seguida, a solução dos carboidratos foi  dispensada 

separadamente no tubo de ensaio e o meio autoclavado. Após a esterilização, o 

meio basal contendo os açúcares foi dispensado sepa radamente em placas de 

Petri  e o meio deixado em repouso até a solidificação.  

Os isolados de levedura foram repicados e incubados por  24h a 37°C 

sendo, em seguida, preparado suspensões das  células de levedura, ajustadas a 

0,5 na escala de MacFarland, em tampão PBS. Em seguida, 10µL de cada 

suspenção 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 padrão de crescimento 

dos isolados no meio basal contendo os carboidratos e a fonte de nitrogênio .  

Como controle negativo do teste, foi utilizado  meio basal isento de 

carboidratos e de fonte de nitrogênio. A capacidade de assimilação foi  

interpretada como positiva quando houve crescimento e negativa pela ausência 

de crescimento (Inóculo translúcido e/ou opalescente) .   

 

Zimograma 

 

O teste para análise da capacidade de fermentação 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 solução basal contendo extrato de malte (0,5%), fonte de 

carbono a ser testada (4%) e 100µL da suspensão de cada isolado de levedura, 
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com a referida suspensão 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 indícios de fermentação pela levedura (Formaç ão de gás no 

interior dos tubos de Durham). 

 

Identificação molecular  

 

Para confirmação taxonômica, o DNA dos isolados foi  extraído segundo 

Inácio 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. Após esse período, a massa celular foi transferida 

para tubos de extração contendo pérolas de vidro e 500µL do tamp ão de 

extração (CTAB 2%, NaCl 1 ,5M, 100mM de Tris -HCl, 20mM de EDTA e 

polivinilpirrolidona 1%). As células foram previamente congeladas a -20°C 

por 24h para vitrificação da parede celular.  A parede celular da levedura foi  

rompida por agitação (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 solução de Clorofórmio 

álcool-isoamilico (24:1) e o material centrifugado a 13000g por 10min. O 

sobrenadante foi transferido para tubos limpos, sendo então adicionada 

mesma proporção de isopropanol gelado para precipitação do DNA a -20°C 

por até 30min. Após esse período, a amostra foi centrifugada (13000g por 

10min), sendo o pellet de DNA lavado com etan ol 70% e seco a 37°C em 

estufa. Ao final do processo, o DNA foi ressuspendido em 50µl de água MiliQ 

e mantido a 4°C até o momento das análises.  

Para identificação das espécies foram realizadas reações de PCR 

convencional util izado os seguintes primers espécie-específico: 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 - 3 ';  

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 não possuem primers espécie-

específico correspondente , foi adotado o sequenciamento parcial do domínio 

D1/D2 da região LSU (28S) do rDNA utilizando os primers NL1 (5' –  

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3') e NL4 (5' – 

GGTCCGTGTTTCAAGACGG - 3') (KURTZMAN; ROBNETT, 1998). Todas 

as reações de PCR foram realizadas em volumes finais de 12,5 μL contendo 

7,45µL de ddH2O, 1µL de cada primer (5 pmol), 1,25 µL do tampão da PCR, 

0,5 µL de MgCl2 (50mM), 0 ,25 µL de dNTP (10mM), 0 ,05 µL de Taq DNA 

polymerase 5U (Invitrogen, Brasil) e 1µ L de DNA molde.  

Os parâmetros uti lizados nas reações de PCR consistiram de  

desnaturação inicial a 95°C por 5 min, realizada em 35 ciclos de desnaturação 

a 95°C por 30s,  anelamento a 57°C por 30s, extensão a 72°C por 30s e 

extensão final a 72°C por 10 min.  Ao fim do processo, as amostras foram 

montadas em parafilme (5µL do produto da PCR, 2µL GLB e 2 µL GelRed) e 

submetidas a eletroforese (100v por 20min) em gel de agarose a 1%, para 

quantificação dos produtos da PCR. Os produtos da PCR foram purificados 

por meio do kit GenJET PCR Purification (Fermentas, UK) e os fragmentos de 

DNA genômico sequenciados na Plataforma de sequenciamento -

LABCEN/CCB (UFPE) segundo protocolos preestabelecidos utilizados pelo 

laboratório parceiro .  

As sequências consenso foram obtidas por meio do programa 

Sequencher 4.7, sendo as sequências de nucleotídeos 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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confiança depositadas no banco de dados e analisadas filogenetica mente com 

o auxílio do programa MEGA7.  

 

3.6 AVALIAÇÃO QUANTO À CAPACIDADE DE ADERÊNCIA E 

FORMAÇÃO DE BIOFILME  

 

3.6.1 Teste de aderência às células epiteliais  

 

Os ensaios de aderência 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 saudável. As 

suspensões celulares foram mantidas a baixa temperatura (4°C) em tampão 

fosfato (PBS), até o momento das análises.  

 Células epiteliais foram obtidas por meio de uma breve debridação da 

mucosa oral com auxílio de swab  e, em seguida, as células foram transferidas  

para tampão PBS. As células foram lavadas três vezes com o mesmo tampão 

(2.000rpm por 5 minutos) e ressuspendidas a uma concentração final de 4 x 

104cels/mL.  

 As leveduras foram semeadas em meio ágar Sabouraud suplementado com 

0,5% extrato de levedura e mantidos a temperatura de 37ºC por 24h. Em 

seguida, foram preparadas suspensões de células de leveduras (0,5 na escala de 

McFarland) em tampão PBS, sendo então lavadas três vezes com o mesmo 

tampão (2.000 rpm por 10 minutos) e ressuspendidas a uma concentração fi nal 

de 2 x 107  cels/mL. Após a lavagem das células de leveduras e das células 

epiteliais, estas foram examinadas quanto à viabilidade e integridade para 

avaliação de possíveis alterações em função das lavagens.  

Após estas etapas, as suspensões das culturas  de leveduras (100µL) e das 

células epiteliais (100µL) foram misturadas e mantidas sob agitação durante 

duas horas. Após esse período, foram preparadas lâminas, coradas com azul de 

Amam, e realizada a microscopia ótica para avaliação da aderência das 

leveduras as células epiteliais . Os resultados foram expressos pela média 

ari tmética de dez campos onde foram avaliadas 100 células epiteliais com 
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relação à percentagem de sua área superficial  aderidas pelas leveduras e 

graduada como forte aderência (F) para ad esão entre 50% a 100% da área de 

superfície, fraca aderência (f) para adesão até 49% e sem aderência visível (0).  

As análises foram realizadas em triplicata para cada isolado.  

 

3.6.2 Capacidade de formação de biofilme  

 

O método para se avaliar a capacidade de formação 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. Após o crescimento das 

culturas, foram preparadas suspensões de células de levedura em 5mL de 

RPMI-Hepes 1640 e a turbidez ajustada a 0,5% na escala de MacFarland  

usando espectrofotômetro (Thermo Scientific, USA).  Em seguida, 100µL de 

cada suspenção foi inoculada, em triplicata, em poços de plac as de poliestireno 

de 96 poços e incubadas a 37°C por 1,5h sob rotação (75rpm). Ao fim do 

período, as células não aderidas as placas foram removidas através de lavagens 

com tampão PBS. Posteriormente, foi adicionado 200µL de RPMI-Hepes 1640 

aos poços e as placas incubadas por 24 e 48h.  

A atividade metabólica do  biofilme foi determinada com o reagente MTT 

(SITTAMPALAM et al .,  2004).  Dessa forma, as placas contendo os biofilmes 

foram inoculados com 20µL do MTT-PBS, ao abrigo da luz, e incubadas por 2 h 

a 37°C. Em seguida, o líquido presente no interior dos poços fo i desprezado e 

adicionado 200µL de isopropanol absoluto, sendo a placa mantida em repouso 

por 15min.  Em seguida, foram transferidos 100 µL de cada micropoço para 

uma nova microplaca sendo a  atividade formadora de biofi lme avaliada pela 

diferença de densidade óptica entre o biofilme formado e o poço 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 p rograma Prism GraphPad 

5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,  CA, USA). Ademais, os dados foram 

avaliados através de análise de variância por meio da ANOVA e teste de Tukey  

com nível de significância P<0,05.  
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Os biofilmes foram classificados como baixa, moderada e forte atividade 

metabólica (BAM<0,097, MAM=0,097–0,2 e AAM>0,2) segundo Marcos-

Zambrano et al. ,  2014b. 

 

3.7 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DO GENE GAL102 

 

3.7.1 Detecção do gene GAL102  

 

Desenho dos primers:  

 

Foram desenhados os primers  para os ensaios de detecção e expressão do 

gene GAL102 .  Para tanto, sequencias do gene de interesse de C. albicans  

(Ca22chr1A_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 os seguintes parâmetros:  

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 são únicos . Foram realizadas reações 

de PCR e qPCR para testar a eficiência dos primers  de detecção e expressão 

genica,  respectivamente  (Tabela 1).  

 

Ensaios de detecção do gene GAL102 

 

Os isolados foram repicados em tubos de ensaio contendo o meio 

Sabouraud Dextrose Ágar e mantidos a 37°C por 24 horas.  O DNA foi extraído 

segundo o método proposto por Inácio et al.  (2016).  O DNA foi quantificado 

através da eletroforese em gel de agarose utilizando marcadores de peso 

molecular λ.  O DNA após extraído foi  armazenado a -20oC até o momento das 

análises (SAMBROOK et al. ,  2001; MASSIRER et al . ,  2004).  

Para as reações de amplificação foram utilizados os primers  

desenvolvidos por Řičicová 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 sequências de referência (NCBI, 2019), como 

demonstrado na tabela 1.  

 

Tabela 1:  Relação dos Primers  do es tudo .  

Primer  Sequência  Autor   

ACT1 

 

F:  5 ' -CTCTTCTGGTAGAACCACCGGTAT -3 '  Ricova et  al . ,  

2010 R:  5 ' -TAAAGAGAAACCAGCGTAAATTGGA -3 '   

Caput Gal10  F:  5 ’ -GGGATCCCAACTTGACCTTAAAGG -3’ Sen et  a l . ,  2011  

R:  5 ’-CAGTTCATGGCAAGGGAACC -3’  

ACT1 

 

F:  5 ' -GGTGATGAAGCCCAATCCAA-3 '   

 

 

 

 

 

 

 

Inácio,  C.P.  

2019 

R:  5 ' -TGGAGCTTCGGTCAACAAAA-3 '  

Gl102 ( 3 )  F:  5 ' -AAGTGCACCTTAATAAACGGGA -3 '  

R:  5 ' -CAGTTCATGGCAAGGGAACC -3 '  

Gl102 ( 5 )  F:  5 ’ -CAGCCATTGATAGCTTGTTGTTG -3’  

R:  5 ’-ACAACTGCTTGACTCTCCCA-3’  

Gl102 ( 9 )  F:  5 ′ -  AACTTGCATGGTGGTGCAAA-3′  

R:  5 ' -GGTGCACTTTTGATCGTTAGTT -3 '  

RT qPCR 

Gl102 ( 1 )  

F:  5 ' -GTTTCTGCGTGGAACCAAGT -3 '  

R:  5 ' -GCTATCAATGGCTGTTCATATGTT -3 '  

RT qPCR 

Gl102 ( 3 )  

F:  5 ' -ATGTGGTTTCTGCGTGGAAC -3 '  

R:  5 ' -GCTATCAATGGCTGTTCATATGTTA -3 '  

RT qPCR 

Gl102 ( 5 )  

F:  5 ' -AGTGCACCTTAATAAACGGGA -3 '  

R:  5 ' -AGCTGACAATTTACTTAGACCTGG -3 '  

RT qPCR 

Gl102 ( 7 )  

F:  5 ' -AAGTGCACCTTAATAAACGGGA -3 '  

R:  5 ' -AGACCTGGTACAAGTTCATTTTGA -3 '  

 

Foram utilizados os seguintes componentes nas reações de PCR, com 

volume final de 12,5 µL: tampão de reação 1x (Tris-HCl 20 mM pH 8,4; KCl 

50 mM), MgCl2 ,  2,5 mM, dNTP 0,2 mM, iniciadores 0,5 µM cada, Taq DNA 

polimerase 0,04 U/µL (Invitrogen Life Technologies) e 20  ng de DNA. As 

condições de PCR foram: desnaturação inicial a 94ºC por 4 minutos (1 ciclo ),  

94ºC por 30 segundos, 52ºC por 1 minuto, 72ºC por 2 minutos (35 ciclos) e 

extensão final a 72ºC por 5 minutos (1 ciclo).   

 Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese em gel de 

agarose (1%), a 3 V/cm de distância entre os eletrodos em t ampão 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 máquina digital.  
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De cada espécie de Candida  isolada, a cepa que apresentou os maiores 

resultados, quanto à virulência, dentre os parâmetros avaliados (aderência  e 

formação de biofilme) e presença do gene GAL102  foi selecionada para a 

análise da expressão.  

 

3.7.2 Extração e quantificação do RNA  

 

A extração do RNA das células do biofilme foi realizada segundo o 

método do Hot Acidic Fenol ,  segundo Ausubel et al.  (2000).  Os ensaios de 

formação de biofilme foram realizados em placas de poliestireno de 6 poços,  

sendo analisados os tempos de 1,5h, 24h e 48h. Foram utilizados 3 isolados 

de Candida albicans .  Após a lavagem do biofilme com tampão PBS, em água 

DEPC, a matrix do biofilme formado foi removida com auxílio de Cell  

Scraper  ressuspendida em tampão PBS H 2O-DEPC e transferida para tubos 

eppendorf de 1,5mL.  

A matriz do biofilme foi  concentrada por centrifugação (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 condições) e ressuspendido em 200µL de tampão de extração ( 0,5% de 

SDS, 10mM de Tris-Cl,  pH 7.5 e 10mM de EDTA). A cada amostra foi  

adicionado 200 µL de fenol ácido (pH 5) , sendo a suspensão vortezada por 

10s e incubada a 65°C por 30min (Vortezar brevemente a cada 10min).   

Ao fim do período de incubação, as amostr as foram mantidas em gelo 

por 5min e centrifugadas a 10.000g , por igual período, a 4°C. Na etapa 

seguinte, foi possível visualizar três fases, consist indo da fase inferior,  

formada por detritos, uma intermediária contendo DNA e a porção superior,  

contendo o RNA. Esta últ ima fase foi transferida para tubos eppendorf 

limpos, sendo adicionado mesma proporção de fenol ácido 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 adicion ado igual 

proporção de clorofórmio, sendo então 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 µL) 

para tubos de 600µL, sendo adicionado 20µL de acetato de sódio, pH 6, e  480 

µL de etanol absoluto  a -20°C para precipitação 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 último, 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 2O-DEPC e eluido a 

65°C por 10min. Em seguida, a integridade do RNA foi avaliada at ravés de 

eletroforese em gel de agarose (1%) desnaturante (Hipoclorito de sódio a 2%) 

com tampão TBE 1X (Tris base 0,089M, Ácido bórico 0,089M e EDTA 

0,002M pH 8,0) utilizando o marcador 1kbPlus  DNA ladder.  

Após a extração, o RNA foi tratado com DNAse  I (Invitrogen, Foster 

City, California, USA), segundo recomendações do fabricante,  para eliminar 

resquícios de DNA na amostra. Ademais , a qualidade e a quantificação do 

RNA total extraído foi aferido a partir dos índices de absorbância das  

amostras (A2 6 0 /A2 8 0), através de espectrofotometria em NanoDrop (Thermo 

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

 

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

 

A produção do cDNA, a partir do RNA total , foi realizada através do kit  

M-MLV Reverse Transcriptase  (PROMEGA-Madison, Wisconsin, USA) 

segundo recomendações do fabricante.  O cDNA obtido foi  conservado à –

80°C, até a realização da qPCR. Os cDNAs do gene GAL102 com o gene 

constitutivo ACT1 ,  foram amplificados através do sistema de amplificação 

SYBR™ Green PCR Master Mix ,  no aparelho ABI 7500 fast (Applied  

Biosystem, Foster City, CA, USA), em volumes finais de 12  μL, sendo os 

testes realizados em triplicata. Para a amplificação do cDNA, o processo 

seguiu com um ciclo inicial  de 2  min a 95ºC, e 30 ciclos de 95ºC por 1min, 

57ºC por 1 min e 72°C por 1min. A análise dos dados foi realizada pelo 

programa 7500 Software v 2.0.6 (Applied Biosystems, Foster City, CA EUA). 

Os parâmetros fornecidos nos ciclos C ycle threshold  (Ct) e as curvas de 
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melting  foram uti lizadas para validação do primer e do experimento .  

Adicionalmente, a determinação da eficiência do primer foi aferida através da 

fórmula: E=Ctf/Cti x 100, sendo considerados valores ≥90%. 

A expressão do gene alvo foi  analisada nos tempos de 2 (Etapa de 

adesão) e 24-48 horas de formação do biofilme, sendo considerados os valores  

relativos da curva Ct (Bustin, 2000; Livak e Schmittgen, 2001).  Foram 

efetuadas amplificações do gene GAL102 ,  sendo o coeficiente de expreção 

avaliado em relação ao gene constitutivo e  adesão celular e pela diferença dos 

Ct do gene alvo e do gene constitutivo (Livak e Schmittgen, 2001).   

Os testes foram realizados em duplicata técnica e triplicata biológica,  

sendo o coenficiente de expressão determinado seguno o método de expressão 

relativa (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).   
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4 ANÁLISE E DISCUSSÃO DOS DADOS 

 

No período de janeiro de 2016 a dezembro de 201 7 foram atendidos um 

total de 495 pacientes  portadores de neoplasias malignas , provenientes do 

Hospital das Clínicas -UFPE (n=12/495 pacientes , 2,4%) e do Hospital de 

Câncer de Pernambuco (n=483/495 pacientes , 97,6%). Deste universo, foram 

incluídos no estudo um total  de 41 (8,28%) pessoas por apresentaram, em 

algum momento do internamento hospitalar , um quadro de infecção provocado 

por leveduras . Esses indivíduos apresentaram varias desordens neoplásicas,  

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 incidência 

maior para as espécies de Candida  não-Candida albicans ,  sendo recuperadas a 

partir das amostras clínicas 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 clínicas 

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 biológicos (n=11 /41, 26,8%) (Tabela 2).   
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Tabela 2 .  Espécies de leveduras i soladas de amost ras cl ínicas de pacientes internados  

hospi ta is  terciár ios públ icos de Reci fe -PE,  entre  os  anos de 2016 -2017.   

Espécie  Depósito Micoteca  Tipo de neoplasia  Amostra  cl ínica  

Candida  

trop ica li s   

URM7549/URM7975  Carcinoma  Espinocelular  Sangue  /Cate ter  

URM7976  Adenocarcino ma  Urina  

URM7977/  

URM7978  

Adenocarcino ma  Sangue  /Cate ter  

URM7979/URM7980  Leucemia mie lóide aguda  Sangue  /Cate ter  

URM7981  Sarco ma Secreção  traqueal  

URM7982  Carcinoma  Sangue  

URM7983  Carcinoma  Sangue  

URM7984  Condrosarcoma 

mesenquimal  

Sangue  

URM7985  ---  Abcesso  

URM7987/URM7986  Sarco ma Sangue  /Cate ter  

URM7988  Carcinoma de células 

escamosas  

Cate ter  

URM7989  Leucemia l info ide aguda  Sangue  

URM7990  Linfoma Escamas ep idérmicas  

(Boca)  

URM7991  Sarco ma Cate ter  

C. a lbicans  URM7992  Câncer  de  pulmão  Sangue  

URM7993  ---  Secreção  traqueal   

URM7994/URM7995  Fibroadenoma  Cate ter /  Sangue  

URM7996  Carcinoma ce l .  Escamosas  Cate ter  

URM7997  Carcinoma  Urina  

URM7998  Tumor  per irena l  Urina   

URM7999  Adenocarcino ma  Dreno  

URM8000  ---  Sangue  

URM8002  Adenoma  Liquido P leura l   

URM8003  Carcinoma de células B  Secreção  traqueal   

URM8004  Carcinoma de células 

basa is  

Fragmento de tecido   

URM8005  Adenocarcino ma  Sangue  

URM8006  Cancer  de  prósta ta  Lavado bronco -

alveo lar  

URM8007  Cancer  intes t ino  Escarro  

URM8008  Carcinoma  Escamas ep idérmicas  

(Pênis)   

6129 Leucemia l info ide aguda  Sangue  

C. parapsi losis  URM8010  Linfoma Sangue  

URM8009  Leucemia Mielo ide aguda  Sangue  

URM8011  Carcinoma de células 

escamosas  

Cate ter  

URM8012  Cancer  do útero  Sangue  

C. g labrata  URM8017  Tumor  de pancreas  Urina  

URM8015  Carcinoma  Urina  

URM8014  Adenocarcino ma  Cate ter  

URM8016  Carcinoma de células 

escamosas  

Sangue  

C. pel l icu losa  URM8019  Osteossarco ma  Sangue  

C. kruse i  URM8018  Adenocarcino ma  Sangue  

Cystobasidium 

minutum 

URM7548  Carcinoma ductal  

inf i l t rante  

Sangue  
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Observou-se que a 53,66% (22) dos pacientes eram do sexo feminino e 

46,34% (19) sexo masculino. Desse público, houve uma grande variação de 

idade, sendo observado uma maior incidência de leveduroses em indivíduos 

de idade mais elevada, como aqueles na faixa etária 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:  Per fi l  e tár io  da população acomet ida  por  leveduroses entre  os anos  de 2016  e  

2017.   

 

  

Em relação a terapêutica antimicrobiana  insti tuida,  apenas 18 (43,9%) 

pacientes receberam tratamento à base de antifúngicos,  sendo o fluconazol 

(29,26%) a droga mais util izada (Figura 4).  
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Figura 4:  Prevalência das espéc ies obt idas re lacionado com o tratamento  ins t i tuído para as  

espécies observadas.   

 

 

 Em nosso estudo, as infecções fúngicas acometendo os pacientes 

constituiram um importante fator associado a gravidade do quadro clínico do 

paciente.  Dessa forma, nos dias atuais, o acompanhamento dos casos de 

infecções constitui uma ferramenta indispensável de vigilância 

epidemiológica, servindo de maneira substancial para a elaboração de 

diretrizes de combate ao câncer e de seus agravos  (INCA, 2017).   

Paralelamente, infecções associadas a pacientes co m câncer são uma 

realidade desafiadora, especialmente em países subdesenvolvidos e de renda 

per capita baixa, como o Brasil .  Ainda não se sabe os potenciais impactos que 

essa mudança, associada a outros fatores como tabagismo e obesidade, poderá 

trazer para o desenvolvimento do câncer e de infecções associadas a doença, 

dado que há uma enorme heterogeneidade geográfica na incidência 

(STEWART; WILD,  2014).  

Dentre as infecções que acomentem portadores de câncer, as de 

etiologia fúngica, sobretudo as oportunis tas, tem exibido níveis alarmantes na 

taxa de morbimortalidade, sobretudo quando o diagnóstico é tardio. As 

leveduras ainda são os principais agentes de infecções fúngicas oportunistas,  
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podendo ocasionar ainda quadros graves e que podem conduzir o paciente  a 

óbito se não tratado a tempo (MOLINA et al.,  2012; RAMIREZ-GARCIA et 

al. ,  2014).  

Os fatores predisponentes observados nos pacientes atendidos no estudo 

constituíram um forte indicativo para o surgimento de infecções profundas 

por leveduras. Desta forma, situações como o tratamento de suporte à vida, 

além de contribuir com a estabilização do quadro clinico, podem agir como 

porta de entrada e manutenção da infecção, como pela utilização de cateteres 

e sondas. Ainda, infecções nosocomiais são mais prováveis  que ocorram 

devido à necessidade de permanência hospitalar prolongada  e aos tratamentos 

instituídos, 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 países 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 prevalência da doença pode, também, e star diretamente 

relacionada com a não adoção de boas práticas direcionadas ao controle,  

prevenção e disseminação de agentes fúngicos (SALES-JÚNIOR et al.,  2006; 

COLOMBO 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 preocupação, tendo em vista 

que pode propiciar o aparecimento de espécies mais virulentas  e seleção 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  são as mais comuns nas américas .  Os autores em 

questão comentam, ainda, que existem poucos dados epidemiológicos so bre os 

episódios de candidemia nos países que compõe a América Latina.  

Um dado importante observado na pesquisa foi que os pacientes 

atendidos nos centros hospitalares experimentaram em um ou mais momentos 

a exposição a uma ou mais drogas antifúngicas. Devido ao surgimento desse 
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novo paradigma, estudos têm sido direcionados para se compreender essa 

ruptura no padrão da incidência de infecções provocadas por leveduras. Uma 

explicação elegante e refinada, relacionada a exposição previa a antifúngicos,  

tem atraído bastante a atenção. Assim, segundo relatado por Lortholary et  al.  

(2011), foi observado que uma recente exposição de Candida  ao fluconazol e 

caspofungina está relacionada com uma menor prevalência de Candida 

albicans  em detrimento de espécies de Candida  não-Candida albicans  menos 

suscetíveis a esses antifúngicos, como C. glabrata ,  C. krusei ,  C. parapsilosis,  

C. glabrata  e C. krusei .  Ainda, foi constatado que o risco de infecção estava 

aumentado em 4,75 vezes (Oddes ratio) para indivíduos com mais de 15  anos 

de idade. Esse panorama pode ser influenciados por vários fatores, sendo os 

mais preocupantes aqueles relacionados a idade, tipo de neoplasia,  

hospitalização em UTI, cateter venoso central  e exposição prévia a drogas 

antifúngicas (LORTHOLARY et al. ,  2017).   

As pesquisas que vem sendo realizadas indicam que o cenário futuro da 

incidência das infecções fúngicas sistêmicas é incerto. Há pouco mais de 20 

anos atrás, era trivial o fato de as infecções fúngicas sistêmicas ( IFSs) serem 

a quarta principal  causa de infecção 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 período de 7,5 anos e incluindo um total  de 24.179 casos 

positivos de infecção, sugerem uma mudança drástica nesse sentido. Dessa 

forma, foi notado que o aumento na prevalência foi tão expressivo que esse 

grupo de microrganismos passou a ocupar a terceira posição, atrás apenas das 

infecções de origem bacteriana ocasionadas Staphylococcus aureus  e S. 

epidermidis. Uma pesquisa realizada por Fagan et al. (2013), constatou um 

cenário parecido com esse. Os autores relataram taxas de incidência elevadas 

para infecções ocasionadas por Candida  (0,25 a cada 1.000 habitantes),  

ficando em terceiro lugar quanto ao quantitativo absoluto das infecções.  

Nossos dados demostraram uma expressiva variação na prevalência de 

Candida ,  sendo C. tropicalis o principal agente de infecção fúngica sistêmica 
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em portadores de neoplasias. Essa informação está em consonância com 

outros estudos realizados nesse aspecto,  como em realizados por Fagan et al .  

(2013) e Da Costa et  al. (2014). Constatou-se que os episódios de candidemia 

por C. albicans  (42%) não foram os mais frequentes e que todos os pacientes  

apresentaram um ou mais fatores predisponentes, como a utilização de 

antibióticos de amplo espectro,  realização de procedimento cirúrgico  e doença 

de base. Assim, utilizar ferramentas  acuradas de identificação para conhecer o 

agente etiológico são vitais hoje, uma vez que essas possibilitam o 

conhecimento da epidemiologia dos agentes envolvidos em IFSs.   

 

Identificação dos isolados clínicos de levedura  

 

O perfil fisiológico dos agentes  foi de grande valia na identificação 

taxonômica tradicional dos agentes.  Todos os isolados, com exceção de C. 

minutum ,  foram urease negativos e o perfil de assimilação dos compostos 

nitrogenados e fontes de carbono foram compatíveis com as chaves 

taxonômicas típicas de cada espécie para distinção em nível de espécie  

(Tabela 3).   

Analisando o perfil  fenotípico dos isolados, foi possível realizar a 

identificação presuntiva de,  ao menos em nível de gênero,  de todos os 

isolados. Foi de grande valia a utilização de cepas de referência, uma vez que 

elas possibilitaram a comparação do perfil fenotípico entre elas e as espécies 

utilizadas no estudo. Dentre as espécies, o isolado de Cystobasidium  foi  o que 

exibiu uma característica mais dist inta,  tanto nos aspectos macro e micro 

morfológicos  quanto no padrão fisiológico (Figura 5).   

 



61 

 

 

 

Tabela  3 :  Per fi l  feno típ ico dos i solados de levedura  ava liad as  

   Espécies     

 Candida  

albicans  

C.  

trop ica li s  

C. 

glabra ta  

C.  

parapsi los i

s  

C.  kruse i  C.  

pel l icu losa   

Cystobasidium 

minu tum 

Cor   Branco/  

creme  

Creme  Creme  Branca/  

creme  

Creme  Branco  Rosa  

Hidró li se da ure ia    -  -  -  -  -  -  +  

Auxanograma  N -  -  -  -  -  + -  

 Dextrose        +  + + + + + + 

 Sacarose  + + -  + -  + + 

 Rafinose  -  -  -  -  -  + -  

 Mel ibiose  -  -  -  -  -  -  -  

 Galactose  + + -  + -  + -  

 Lactose  -  -  -  -  -  -  + 

 Trealose  + + + + -  + + 

 Mal tose  + + -  + -  + -  

 Mel iz i tose  + + -  + -  + + 

 Amido  + + -  -  -  + -  

 Celobiose  -  + -  -  -  + + 

 Xilose  + + -  + -  + + 

 Arabinose  + + -  + -  + + 

 Metanol  -  -  -  -  -  -  -  

 Etano l  + + + + -  + + 
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Figura 5:  Per fi l  fenot ípico dos i solados de levedura ,  contendo o tes te  auxanográfico (a ,  b ,  

c ,  d)  e  o  per f i l  de produção da enzima uréase (e) .  Leveduras com capacidade de  

assimilar  os açúcares sacarose,  (a) ,  x i lose (b) ,  raf inose (c)  e  amido (d)  foi  

posi t iva em 48h.  A ass imi lação fo i  negat ivas nos spots translúcidos.  Em (e)  pode  

ser  visua lizado a esquerda um tubo posit ivo do teste  de produção da enzima ure ia  

e  a  di rei ta  um tubo negativo.  Teste  rea l izado em duplicata .   

 

 

 

 

 

 

 

A maioria dos isolados (n=33, 80,5%) pode ser identificada 

presuntivamente através do meio cromogênico CHROMOAgar Candida, sendo 

que dois isolados de C. tropicalis exibiram coloração esverdeada, típico de C. 

albicans, e um isolado de C. glabrata  apresentou coloração azulada, 

característ ico de C. tropicalis .  Em relação as espécies de Candida  não-C. 

albicans ,  o perfil cromogênico das colônias de C. parapsilosis  (4), C. 

glabrata (4) e  C. krusei (1) serviram como direcionamento na escolha no 

método de identificação (Tabela 4).  

Sabe-se que nos casos de co-infecção por 2 ou mais espécies, esse meio 

cromogênico auxilia na detecção das diferentes colônias e posterior  

purificação do isolado fúngico. Além disso, o uso do CHROMOAgar Candida 

pode ser util izado como meio de cultura primário em amostras clínicas,  

facili tando essa detecção.  
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c d 
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Tabela 4:  Concordância  entre  a  confi rmação taxonômica ,  por PCR e/ou sequenciamento, e  o  

meio cromogênico CHROMOAgar  Candida .   

Número de  

iso lados  

Confirmação 

taxonômica   

CHROMOAgar 

Candida  

Cor  e  aspec to  da  

cultura  

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

17 C. t ropica li s  15 (88,23%)  Azul /plano  

4  C. parapsi losis  -  Branco/p lano  

4  C. g labrata  3 (75%)  Lilás  

1  C. kruse i  1 (100%)  Rosa /rugoso  

1  C. pel l icu losa  -  Branco  

 

Nesse estudo, o meio cromogênico foi crucial para identificação 

presuntiva dos agentes etiológicos.  Esse meio de cultura têm sido 

fundamental na diferenciação de espécies de Candida, sobretudo C. albicans  e 

C. tropicalis .  O princípio do método é baseado em mudanças de pH, 

provocados pelo crescimento do fungo, acarretando a viragem do meio e a 

decomposição de compostos presentes no meio de cultivo ( ARAÚJO et al. ,  

2005).   

O meio cromógeno CHROMagar Candida  foi desenvolvido para o 

isolamento e identificação de espécies de C. albicans ,  C. tropicalis  e C. 

krusei  obtidas de amostras clínicas. 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 

identificação precoce de espécies de Candida ,  sobretudo quando há o possível  

envolvimento de mais de uma espécie (SILVA et al. ,  2018).   

Em um estudo recente, desenvolvido por Sadrossadati et al. (2018), foi  

observado uma alta concordância na identificação 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 cromogênico foi útil,  também, para a detecção 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 clínica 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 clínica,  

indicando a possibilidade de co-infecção. Contudo, é importante ressaltar que 

a uti lização dessa ferramenta de identificação não dispensa o uso de 

ferramentas mais acuradas,  como a caracterização do fungo pelo estudo do 

DNA (LI et al. ,  2003).  

Todos os isolados foram confi rmados taxonomicamente por meio de 

uma abordagem de estudo genômico do DNA. Os primers espécie -específico 

foram eficazes na discriminação entre as espécies de C. albicans, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e  C. glabrata ,  pela simples análise 

comparativa do tamanho do fragmento de DNA amplificado, que é típico de 

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

 

Figura 6:  Imagem da eletro forese em gel  de agarose (a)  exibindo o per f i l  de ampl i f icação  

dos i solados de C. glab rata  (1-6)  e  de C. t ropica li s  (7-12) .  Marcador  1kb  Plus DNA ladder  

(M).  

 

 

 

 

 

 

 

 

A abordagem de identificação por PCR com o emprego de primers 

espécie-específicos garantiu a identificação dos isolados clínicos obtidos no 

presente estudo. Ainda, foi possíve l a obtenção de ganho de tempo decorrido 

entre o isolamento e identificação precisa dos agentes etiológicos. O emprego 

dessa abordagem é uma ferramenta eficiente, de fácil interpretação e de baixo 

custo na identificação das espécies de C. albicans (402pb) ,  C. tropicalis  

M  1    2     3    4     5     6     7    8     9    10   11   12 
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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 realização de PCR multiplex  para identificação dos isolados , característica 

essa que garante a identificação de várias espécies, simultaneamente,  

baseados apenas na interpretação do padrão de bandas obtidas no gel de 

agarose. Essa abordagem possibili tou, também, uma economia de tempo e de 

reagentes, uma vez que o processo já está otimizado. De maneira semelhante,  

é possível  diferenciar, com exatidão, 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 não possuíam primer-espécie específico foi  

necessário realizar o sequenciamento parcial do domínio D1/D2 da região 

LSU do rDNA. Desta forma, Cystobasidium minutum  foi identificado através 

dessa abordagem.  Para essa espécie, foi  obtido alto valor de Bootstrap  por 

meio de perfil de comparação com outras sequências depositadas no Genbank 

(≥99%). Após análise evolutiva envolvendo máxima ve rossimilhança, foi  

notado que a espécie em questão apresentou alta similaridade para a espécie 

tipo Cystobasidium minutum  CBS319 (Figura 7).  

Em relação a isolados de Cystobasidium ,  os métodos fenotípicos para 

identificação de espécies do gênero são demorados, não sendo comum o 

emprego na rotina laboratorial  diagnóstic a. Na maioria dos casos é necessário 

o emprego de ferramentas  moleculares para se chegar uma identificação 

correta do agente etiológico (ARENDRUP et al .,  2014; KURTZMAN, 2011).  

C. minutum  é  uma levedura rara que já foi descrita ocasionado quadros 

clínicos importantes em pacientes debilitados, sobre tudo pacientes com 

câncer que fazem uso de dispositivos médicos invasivos (LEIBOVITZ et al. ,  

1991; GOLDANI et al. ,  1995; ZHOU et al. ,  2014; YURKOV et al.,  2015). O 

perfi l de infecções da corrente sanguínea ocasionadas por essa espécie ainda é 

escasso e seus fatores de risco, característ icas clínicas e dados 

epidemiológicos são 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 atribuídos a pacientes sem câncer p or infecções 

localizadas (LEIBOVITZ et al.,  1991; ARENDRUP et al .,  2014). Ademais,  

existe uma estreita relação entre este tipo de infecção e a presença de 

imunossupressão (CERIKCIOGLU et al .,  2005).  Ainda, apesar de a incidência 

da doença ser baixa, elas representam importantes agentes de micoses,  

especialmente em indivíduos afetados por doenças malignas ( HSUEH et al.,  

2003; SIMON et al. ,  2014).   

Desde que foi desenvolvida, em 1983, por Kary Banks Mullis 

(MULLIS, 2019), a Reação em Cadeia da Polimerase vem possibilitando um 

grande avanço científico no estudo do DNA e RNA. Os impactos causados 

com o advento dessa tecnologia possibilitaram avanços significativos na 

biologia básica e aplicada, através do diagnóstico da biologia molecular 

(ERLICH, 1989). Esse é um método, também, bastante útil nos estudos 

envolvendo relações filogenéticas entre diferentes classes de microrganismos.  

Podem ser citados como principais vantagens do método, as seguintes 

característ icas:  A utilização de DNA total,  pequenas quantidades de DNA 

utilizados nas reações de PCR e ambos os sentidos da fita de DNA podem ser 

amplificados reduzindo, desta forma, os erros de construção do DNA 

complementar. Essas características são uteis para a realização de técnicas 

mais acuradas de estudo do DNA,  a exemplo do sequenciamento de regiões de 

interesse específicas para análises filogenéticas de um grupo ou de um 

microrganismo isolado (WHITE et al .,  1990). Além disso, o estudo e 

caracterização do DNA tem possibilitado  a caracterização das diferentes 

espécies fi logenéticas  permitindo, assim como a caracterização dos  atributos 

de virulência das diferentes espécies , a exemplo da capacidade de aderência 

as células epiteliais humanas.   
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Figura 7 :  Anál ise f i logenética do  domínio  D1/D2 -região  LSU de  Cystobasid ium minutum .  

Os números de acesso  do GenBank  aparecem entre parênteses,  sendo os valores de  

Bootstrap  d iscr iminados  ao lado  das ramif icações.  

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensaio de Aderência a células Epiteliais Bucais (CEB) 

 Com exceção do isolado URM7996 de  Candida albicans  (n=1/15,  

6,25%), todas os demais isolados exibiram fraca aderência as CEB. De forma 

semelhante, os isolados das espécies de C .  tropicalis,  C. glabrata,  C. 

parapsilosis,  C. krusei , C. pe lliculosa  e Cystobasidium minutum  também 

exibiram um baixo poder de aderência (Figura 8).   
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Figura 8:  Exame microscópico exibindo o per f i l  de aderência de Candida albicans  a  

células ep itel ia is  buca is .  Foram notados per fi s  com ausência  de  aderência  (a) ,  aderência 

fraca (b ,  c)  e  aderência for te  (d)  de leveduras.  Aume nto de 400x.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados da literatura sugerem que para que ocorra o processo de adesão é  

necessário a atuação de diversas interações entre a célula do fungo com as 

células do hospedeiro. Sendo assim, se faz necessário o envolvimento entre 

receptores celulares,  moléculas de adesão do fungo e taxa de transporte do 

agente infeccioso para que ocorra o processo de doença ( JAIN et al. ,  2010).  

Sabe-se que a capacidade de adesão da célula fúngica é fortemente 

influenciado por característ icas inerentes  à superfície da célula e o ambiente 

onde o agente está localizado. Além disso, característ icas elementares como 

hidrofobicidade e rugosidade da célula, e a expressão de genes que reflitam 

no surgimento de adesinas, influenciam diretamente a capacidade de adesão 

de Candida (YOSHIJIMA et al.,  2010, FRADE; ARTHINGTON-SKAGGS, 

2011) 

Verificou-se nesse estudo que a origem do substrato de isolamento não 

estava relacionada com a capacidade de aderência as CEB e quanto a o perfil  

de virulência dos agentes etiológicos. Samaranayake et al . (1994) observaram 

que isolados de C. albicans  obtidos de indivíduos saudáveis e/ou pacientes 

que receberam transplante de medula óssea exibiram uma baixa capacidade de 

a b 

c d 
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adesão as células HeLa.  Resultados semelhantes foram observados por Imbert-

Bernard et al.  (1994) em que a aderência a CEB da maioria dos isolados 

clínicos de C. albicans, provenientes de  portadores do HIV, foi fraca.   

Uma possível explicação para esses baixos valores de aderência as CEB 

pode ser o isolamento precoce do agente infeccioso nos estágios iniciais da 

infecção (PEREIRO et al .,  1997).  Outra possível explicação  para a baixa 

aderência encontrada nos isolados clínicos desse estudo  pode ser a exposição 

prévia a terapia antifúngica , uma vez que esta possui efeitos tóxicos a célula 

fúngica, o que pode reduzir substancialmente na virulência dos isolados 

clínicos de Candida (GHANNOUM, 1992).  

Ainda, é possível que a manutenção de isolados de clínicos de levedura 

por longos períodos possam influenciar na virulência dos ag entes etiológicos.  

Dessa forma, em um estudo realizado com isolados clínicos obtidos na 

coleção 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 aderência.  

Apesar de a maioria dos isolados clínicos do  presente estudo terem 

apresentado uma baixa aderência, a depender das condições de estresse a que 

a célula é exposta,  essas espécies podem desenvolver/ativar outros fatores de 

virulência, refletindo diret amente 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 virulência maior não 

observada anteriormente (MARTIN et al. ,  2018), como quando as células são 

estimuladas a formarem biofilmes fúngicos .  

 

Avbaliação da atividade formadora de biofilme  

  

 Foi observado que 38 isolados clínicos apresentaram grande atividade 

metabólica mensurada pelos valores de absorbância do MTT , similar ao 

observado com a cepa de referência ATCC90028. Dentre as cepas,  um isolado 

apresentou uma elevação metabólica entre os períodos de 24h (MAM) para 

48h (AAM) e 5 possuiram um decréscimo na atividade metabólica no período 
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de 48 (AAM) horas de formação do biofilme. O isolado URM7993  foi o único 

a ter valores intermediários  (MAM) nos dois tempos avaliados.  

Adicionalmente, no tempo de 24h o biofilme dos isolados já estavam 

completamente formados, exibindo uma grande atividade metabólita. Essa 

informação está diretamente relac ionada com o alto poder de virulência  

relacionado a formação de bofilme  das leveduras estudadas (Figura 9) .  

Quando comparada a atividade formadora de biofilme da cepa de 

referencia com as espécies clínicas  e os tempos de formação de biofi lme , foi  

notado significância estatística (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 formação de 

biofilme, apresentando valores mais expressivos que a cepa controle  ATCC. 

Curiosamente, o isolado URM7986 apresentou uma elevação metabólita 

expressiva de redução do MTT entre o período de 24h para 48h. Outro dado 

interessante se refere ao fato  de o isolado URM7987 apresentar uma alta taxa 

de formação de biofilme, apesar de só apresentar significância estatística no 

tempo de 48h (Figura 10).   

 Em se tratado de C. albicans, quatorze isolados apresentaram 

significância estatís t ica entre os tempos de 24 para 48h, sendo que os maiores 

valores de redução do MTT já foram notados nas primeiras 24h de formação 

do biofilme. Todos os isolados de C. parapsilosis exibiram relevância 

estatíst ica, 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 diferença significativa  entre esse isolado e os outros  três 

da espécie.   

Os valores elevados de atividade metabólica dos biofilmes avaliados 

talvez possam ser explicados pela estruturas complexas e compactas . Dado a 

sua organização, essas estruturas podem constituir uma importante  barreira ao 

tratamento e erradicação do processo infeccioso. Além disso, os biofilmes  
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podem atuar, também, no intuito de manter a infecção, uma vez que após 

formado podem liberar continuamente blastosporos permitindo, assim, a 

manutenção da infecção fúngica (Figura  9).   

  

Figura 9:  Microscopia ópt ica (a)  e  Microscopia Ele trônica de Varredura  do Biofi lme de C.  

trop ica li s .  São evidenciadas es truturas microscópicas (matr ix po limérica,  fi lamentos  

mi lcel ianos,  blas toconídios e  c lamidoconíd ios)  do biofi lme formado em placa de  

polies t ireno  (a)  e  biof i lme formado no  lumem de ca teter  contaminado (b ,  c ,  d ,  e) .    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Figuas (b,c,d,e) obtidas de Inácio et al. ,  2019 

 

 

 

a b c 

d e 
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Figura 10:  At ividade formadora de biof i lme de  espéc ies de levedura  ava liada nos tempos de 24 e 48 horas .  Teste  de  Tukey com n ível  de  

signi ficância de 5%.  
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O estudo de biofilme baseado pela atividade metabólica por meio de 

derivados de tetrazólio fornecem informações valiosas sobre a viabilidade 

celular. Dentre esses compostos,  o MTT 

[3(4,5dimethylthiazol2yl)2,5diphenyltet razoliumbromide] é um composto de 

grande utilidade, uma vez que é caracterizado por apresentar carga positiva e 

ter um grande poder de penetração em células eucarióticas viáveis,  

fornecendo o perfil  do metabolismo celular. Apesar de o mecanismo de 

redução do formazan pela célula eucariótica não ser compreendida, 

possivelmente o MTT é metabolizado por meio de uma reação com NADH e 

outras moléculas transportadoras de elétron (SITTAMPALAM et al .,  2004).   

A emergência de infecções fúngicas invasivas provocadas  por biofilmes 

tem despertado uma grande preocupação. Devido a esse grave problema, 

numerosos estudos têm sido direcionados ao entendimento do biofilme quando 

ao desenvolvimento da resistência antifúngica e a sua relação com o 

estabelecimento da abordagem terapêutica de pacientes graves (BORGHI;  

BORGO; MORACE, 2016). Dessa maneira, o emprego de tecnologias 

refinadas para o estudo e caracterização de biofilmes de Candida ,  em nível 

morfológico, fisiológico e ômico, podem fornecer informações valiosas a 

respeito de seus mecanismos biológicos e patogênicos. Ainda, estudos nesse 

campo são indispensáveis na atualidade, uma vez que os biofi lmes podem ser 

refratários aos tratamentos convencionais, contribui ndo para a perpetuação do 

processo infeccioso (CHANDRA et al .  2001).   

Similar aos nossos resultados, Yu et al. (2017) ao avaliar a capacidade 

de formação de biofi lme de 68 isolados clínicos de C. tropicalis,  observaram 

que a maioria dos isolados formaram biofilmes em superfícies abióticas e 

bióticas. Contudo, os i solados obtidos do sangue apresentaram menor 

capacidade de formar biofilme em superfície de poliestireno. Além disso, os 

autores não observaram diferenças entre os biofi lmes formados após 24 horas.   

Segundo Cuéllar-Cruz et al. (2012) os biofilmes são respo nsáveis pelo 

agravamento da saúde, contribuindo de maneira negativa na evolução clínica 

dos pacientes,  sobretudo quando ocasionado por C. albicans, C. parapsilosis,  

C. glabrata e  C. tropicalis.  Inácio et al.,  2019 relataram um caso de in fecção 
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sistêmica associada a cateter por C. tropicalis .  O paciente só  obteve melhora 

clínica após a remoção do cateter.   

Verificamos que C. minutum  apresentou valores intermediários de 

formação de biofilme. Resultado parecido foi observado por Nunes et al.  

(2013) que, ao avaliarem a capacidade de produção de biofilme de 61 isolados 

de Rhodotorula,  verificaram que C. minutum  foi a espécie maior produtora de 

biofilme quando comparada isolados clínicos e ambientais de Rhodotorula 

mucilaginosa ,  R. glutinis ,  R. pallida ,  R. dairenensis  e  R. slooff iae.  

Dentre as espécies avaliadas, os isolados de C. tropicalis  apresentaram 

maior capacidade de formação 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, não houve diferença quanto à formação de 

biofilme e a origem dos isolados clínicos. Uma possível explicação para essa 

questão pode ser encontrada na exposição pr évia a antifúngicos e a não 

expressão de fatores de virulência, como adesinas e genes relacionados a 

adesão e formação de biofilme (PANNANUSORN et al.,  2013; WILLAERT, 

2018).    

 

Detecção do gene GAL10 

  

Inicialmente, para a detecção do gene GAL102  em Candida  foi  

empregado os primers propostos por Sen e colaboradores (2011) ,  contudo, os 

ensaios foram positivos apenas para três isolados de C. tropicalis  (1143, 1146 

e 1543).  Frente ao exposto, foi  necessário realizar uma análise a partir  do  

genoma de Candida albicans para se entender as razões dos resultados 

negativos. A partir  dessas genômicas foi observado uma mutação na porção 

terminal 3’ na qual o primer deveria se anelar, como demon strado na Figura 

11.   
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Figura 11:  Sequência parcia l  do gene GAL102  de Candida a lbicans  SC5314 .  

 

 

 

 

 

 

 

 

Foi necessário a obtenção de outros pares de primers  que atendessem a 

finalidade de detecção do referido gene em Candida .  Face ao exposto, foram 

desenhados 10 pares de primers de detecção e, destes, selecionados três pares 

de primers .  A partir de uma análise 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 reações de PCR 

apresentaram tamanhos de 890pb para os isolados positivos , consistentes com 

a informação do desenho do primer.   

Posteriormente, foram realizados novos ensaios de detecção 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 prevalência do gene GAL102  nos isolados 

clínicos desta pesquisa pode sugerir que esse gene não seja tão conservado no 

genoma de C. albicans ou que exista algum correspondente homólogo, como 

sugerido por Sen et al. (2011).  Outra hipótese sugerida está centrada na ideia 

de que o domínio da mutarotase pode estar fundido com o domínio UDP 

epimerase em Candida (MAJUMDAR et al.,  2004) .  Mais provável, ainda, é 

que o resultado observado aqui seja devido a variações nas cepas devido a 

alterações nos sítios de restrição, deleção e/ou inserção nos sítios de 

reconhecimento do primer as regiões 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 região 

codificadora conservada no DNA de C. albicans  (SEN et al .,  2011), nossa 

análise preliminar contradiz essa afirmação. É possível que o gene seja pouco 

conservado, permitindo uma taxa de variação considerada entre isolados de 

uma mesma espécie.  Isso pode explicar a não detecção do gene utilizando as  

ferramentas empregadas.   

Após realizar a detecção do gene GAL102 ,  três isolados de C. albicans  

foram selecionados, a partir da atividade formadora de biofilme, para serem 

submetidos aos ensaios de expressão relativa . Desse modo, procurou-se 

verificar a correlação do perfil de expressão do referido gene com a 

capacidade de virulência dos agentes.  

 

Elaboração do biofilme, extração do RNA e produção do cDNA 

 

 Após a extração do RNA, os valores de densidade optica (230/260) 

obtidos indicaram que não houve contaminação das amostras de  RNA com os 

reagentes uti lizados para a extração. Além disso, o material  genômico obtido 

apresentou, também, boa integridade e poucas perdas durante o processo de 

extração.  Na imagem é possível verificar os três principais tipos de RNA 

ribossomal, o 28S, 18S e 5.8S  (Figura 12).  

 

Figura 12:  E letro forese desnaturante,  em gel  de  agarose (1%) ,  do RNA tota l  exib indo as  

três bandas de RNA.  Marcador  1Kb p lus  DNA Ladder .   
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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 extração não foram eficientes na extração de RNA de 

biofilme de Candida ,  resultando em pouca quantidade de RNA necessário 

para a elaboração do cDNA. Similarmente,  outros estudos têm reportado 

dificuldades semelhantes para a obtenção de uma amostra de RNA satisfatória 

a partir  de biofilmes  (NOUR et al .,  2010; RUMP et al. ,  2010). Dessa forma, 

para a obtenção de resultados satisfatórios na qPCR é fundamental a obtenção 

de um material genético que satisfaça a  três características elementares: Uma 

grande quantidade de RNA extraído (≥1µg), grau de pureza satisfatório 

(relação 230/260 ~ 2-2,2) e material genético integro  (BUSTIN et al .,  2005;  

Nolan et  al .,  2006).  

Um dos grandes problemas reportados para a extraçã o do RNA a partir  

da amostra de biofilmes, pode ser devido a presença 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 produção de biofilme 

apresentam apenas células de levedura e pseudohifas em sua estrutura, cepas 

virulentas podem apresentar um biofilme complexo formado por um a densa 

matrix no biofilme, apresentando desde células de leveduras a um emaranhado 

denso de hifas (MUNUSAMY et al .,  2017) .  

Em casos extremos, na ausência de um dos genes da via de lelo ir ou a 

mutação de um gene especifido, pode fazer com que a célula com pense, por 

pressão seletiva, a ausência dos genes GAL (MOYRAND et al.,  2008) .   

 

Expressão do gene GAL102 não está diretamente relacionado com a formação 

de biofilme em Candida 

 

 Foi evidente que o gene GAL102  apresentou uma concentração 

relativamente baixa na célula,  notado pelo início da amplificação comparada 

ao limiar do ciclo Threshold .  O gene GAL102  participa ativamente durante na 
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elaboração da parece celular de Candida albicans, sobretudo nas primeiras 24 

horas de desenvolvimento do biofilme. Foi veri ficado que, à medida que o 

biofilme envelhece, a expressão do gene GAL102  entra em declínio 

substancial.  Em termos absolutos, o isolado URM8002 foi  o que mais se 

destacou, apresentando uma taxa de expressão 9,76 X a cepa ATCC 90028 e de 

1,88X ao isolado URM8005 em 24h .   

 Os dados obtidos aqui reforçam a hipótese de que esse gene é 

fundamental na virulência de Candida. Ao que tudo indica, por ser um gene 

que participa da elaboração de uma proteína estrutura l 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 

candidíase sistêmica, a deleção do gene GAL102  promove uma maior 

sensibilidade às drogas antifúngicas e  a agentes desestabilizadores da parede 

celular. Os biofilmes mutantes formados também se mostraram menos 

compactos. A análise das mananas da parede celular de isolados de C. 

albicans privados do gene GAL102  revelou que um dos principais  

constituintes da manana est á ausente e o componente fosfomanana conhecido 

por seu papel na virulência é notavelmente reduzido, evidenciando  que a 

atividade desta enzima afeta a composição e morfologia das mananas da 

parede celular e contribui para a virulência em C. albicans .  

Contudo, os dados obtidos aqui contrastam com o que foi descri to por 

Sen et al. (2011). Apesar de o gene GAL102  está estar relacionado com a 

elaboração da parede celular , não há evidencias significativas de que o gene 

esteja diretamente relacionado com a formação de biofilmes maduros. Ainda, 

foi  provado que a deleção de homologos do gene GAL10 de C. albicans  não é 

suficiente para reduzir drasticamente a virulência da levedura  (MOYRAND et 

al. ,  2008).  Essa informação reforça os dados obtidos, uma vez que não foi 

possível  relacionar que a superexpressão do gene GAL102 ,  isoladamente,  

influencie  com uma maior atividade formadora de biofi lme. Isso se deve ao 

fato de o isolado que exibiu maiores valores de expressão absoluta 

(URM8002) foi o que apresentou baixa atividade  formadora de biofilme.  
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Assim, como o referido gene tem uma influência maior na conversão da 

fase de levedura para a filamentosa, evidenciando que a atividade do gene 

GAL102  afeta a estrutura da parede celular  e resposta celular a exposição a 

drogas, pode contribuir para a virulência em C. albicans (ZNAIDI et al. ,  

2013; SEN; SADHALE, 2019).  

Outro dado que chama a atenção, é que o gene GAL102  possui relação 

com outros genes não relacionados  com a via de Lelor. Vandeputte et al. ,  

(2012) observaram que a del eção do gene RCA1  promoveu uma expressão 

aumentada do gene GAL102 ,  promovendo alterações na morfologia da célula e 

afetando a susceptibilidade do fungo a resistência a antifúngicos.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

  Pacientes portadores de neoplasias são severamente acometidos por 

infecções fúngicas, sobretudo as leveduras ;  

  Dentre as leveduras  responsáveis pelo surgimento da candidíase invasiva ,  

Candida tropicalis  é o principal agente etiológico acometendo indivíduos 

com câncer no Nordeste do Brasil;  

   Espécies emergentes e incomuns, como Cystobasidium minutum  e 

Candida pelicullosa ,  podem ocasionar infecções graves em indivíduos 

com câncer;  

  Leveduras obtidas de amostras clínicas  de sítios sistêmicos,  em etágios 

iniciais da doença,  apresentam uma baixa capacidade de adesão a células 

epiteliais bucais;  

  A atividade metabólica de Biofilmes de leveduras é variável entre 

isolados de uma mesma espécie;  

  Biofilmes maduros são formados em 24horas;   

  A expressão do gene GAL102 está relacionada com a taxa de crescimento 

celular em Candida ;  

  A expressão do gene GAL102 está relacionado com a capacidade de 

formação de biofilme em Candida ;   
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