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RESUMO 

 

Nas últimas décadas a candidíase invasiva vem ocupando lugar de destaque no âmbito 

das infecções relacionadas à assistência a saúde, principalmente em pacientes gravemente 

doentes, como os portadores de neoplasias malignas.  Esta micose representa mundialmente a 

terceira causa de infecções hospitalares, e dentre as leveduras, se destaca aquelas do complexo 

Candida parapsilosis, representando grande relevância clínica. Ademais, a frequência de 

isolamento deste complexo, vem sendo maior que de C. albicans, além dessas espécies 

possuirem alto potencial de virulência e patogenicidade. Aliado a isto, o surgimento de cepas 

resistentes e os efeitos tóxicos dos antifúngicos utilizados limitam a escolha terapêutica e 

contribuem para mau prognóstico. Dessa forma, o uso de um composto natural como o D-

Limoneno surge como uma alternativa. Este composto possui atividade antimicrobiana 

descrita; no entanto, o mecanismo de ação e atividade antivirulência frente às espécies do 

complexo C. parapsilosis, até então, não estão elucidadas. Assim, este estudo teve como 

objetivo diagnosticar candidíase invasiva em pacientes oncológicos, caracterizar quanto ao 

potencial de virulência, bem como avaliar a ação antivirulência e antifúngica do D-Limoneno 

frente aos isolados do complexo. O diagnóstico da candidíase invasiva foi realizado por meio 

de exame direto e cultura e as cepas de leveduras isoladas foram purificadas e identificadas 

por técnica proteômica. Além disso, foram obtidas leveduras do complexo C. parapsilosis 

pertencentes a Coleção de Culturas Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco. 

Os isolados foram submetidos a testes de susceptibilidade antifúnfica com drogas 

convencionais e com o D-Limoneno. Ainda foi avaliada a atividade antivirulência do 

limoneno frente a estas leveduras. No diagnóstico da candidíase invasiva em pacientes 

oncológicos foi verificado um número variado de espécies de Candida agentes de candidemia 

apresentando altas taxas de resistência aos antifúngicos. Ainda, foi constatado que o D-

Limoneno exibiu atividade antifúngica frente às leveduras do complexo C. parapsilosis, além 

de uma excelente atividade antivirulência na inibição da morfogênese e aderência das 

leveduras ao epitélio humano. Este estudo foi o primeiro a avaliar a atividade antivirulência 

do D-Limoneno frente a leveduras do complexo C. parapsilosis o qual se mostrou promissor 

para o tratamento da candidíase invasiva por leveduras desse complexo e assim, contribuir 

para um melhor prognóstico e sobrevida dos pacientes.  

 

Palavras-chave: Candidíase invasiva. Câncer. Candida parapsilosis. Terpeno. Atividade 

anti-virulência. 



 

ABSTRACT 

 

In the last decades, invasive candidiasis has been occupying a prominent place in the 

context of healthcare-related infections, especially in critically ill patients, such as those with 

malignant neoplasms. This invasive mycosis represents the third leading cause of hospital 

infections worldwide, and among yeasts, those of the C. parapsilosis complex have stood out, 

representing great clinical relevance. Furthermore, the frequency of this complex, in turn, has 

been greater than the isolation of C. albicans and these species have shown to have a high 

potential for virulence and pathogenicity. Allied to this, the emergence of resistant strains and 

the toxic effects of the antifungals used limit the therapeutic choice and contribute to a poor 

prognosis. Thus, the use of a natural compound such as D-Limonene appears as an alternative. 

This compound has antimicrobial activity described, however, the mechanism of action and 

antivirulence activity against species of the C. parapsilosis complex, until then, are not 

elucidated. Thus, this study aimed to diagnose invasive candidiasis by yeasts of this complex 

in cancer patients, to characterize yeasts for virulence potential, as well as to evaluate the anti-

virulence and antifungal action of D-Limonene against the isolates of the complex. The 

diagnosis of invasive candidacy was carried out by means of direct examination and culture 

and as strains of isolated yeasts were purified and identified by protein technique. In addition, 

yeasts from the C. parapsilosis complex belonging to the URM Micoteca Culture Collection 

at the Federal University of Pernambuco were collected. All tests were used for antifungal 

susceptibility testing with active drugs and with D-Limonene. An antivirulent activity of this 

natural product was also evaluated against these yeasts.In the diagnosis of invasive 

candidiasis in cancer patients, a varied number of Candida species of candidemia agents have 

been found showing high rates of resistance to antifungals. In addition, it was found that D-

Limonene exhibited antifungal activity against the yeasts of the C. parapsilosis complex, in 

addition to an excellent antivirulence activity in inhibiting morphogenesis and adherence of 

yeasts to the human epithelium. This study was the first to assess the anti-virulence activity of 

D-Limonene against yeasts of the C. parapsilosis complex, in which it has shown promise for 

the treatment of invasive candidiasis by yeasts of this complex and thus contribute to a better 

prognosis and survival of patients. 

 

Key-words: Invasive candidiasis. Cancer. Candida parapsilosis. Terpene. Anti-virulence 

activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O cenário mundial, nas últimas duas décadas, mostra a incidência cada vez mais 

crescente da candidíase invasiva. Esta infecção vem ocupando lugar de destaque no âmbito 

das infecções relacionadas à assistência a saúde (IRAS), principalmente em pacientes 

gravemente doentes, como aqueles convivendo com HIV/AIDS, transplantados, cardiopatas, 

portadores de neoplasias malígnas e ainda aqueles expostos a dispositivos médicos-invasivos 

(AUZINGER et al., 2015).  

As leveduras pertencentes ao gênero Candida apresentam-se como comensais no 

hospedeiro humano, no entanto alterações no sistema imunológico ou fatores de risco podem 

provocar um desequilíbrio na microbiota, ou até mesmo translocação destes microrganismos e 

desencadear infecções sistêmicas graves em pacientes críticos, especialmente naqueles 

internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (ALNUAIMI et al., 2015; NETEA et al., 

2015).  

A candidíase invasiva afeta mais de 250.000 pessoas a cada ano no mundo e é 

responsável por mais de 50.000 mortes, sendo a terceira causa de infecções hospitalares. O 

agente etiológico isolado com maior incidência é C. albicans, no entanto, outras espécies têm 

emergido, a exemplo de C. pelliculosa, C. haemulonii, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. 

famata, C. auris e as espécies do complexo C. parapsilosis (SILVA et al., 2012; BEYDA et 

al., 2013; CLANCY, et al. 2017). 

O complexo C. parapsilosis representa grande relevância clínica, uma vez que sua 

frequência como causa da candidíase invasiva tem sido maior do que da espécie C. albicans. 

Ademais, as leveduras pertencentes a esse complexo têm demonstrado alto potencial de 

virulência e patogenicidade, sendo referidas em constante associação à cateteres, sondas, entre 

outros dispositivos. Dentre os fatores de virulência indispensáveis para o estabelecimento da 

doença, a aderência às células epiteliais e emissão de estruturas filamentosas merece destaque, 

visto que representam o estágio inicial para infecção e invasão destas leveduras nas células do 

hospedeiro humano (PAPPAS et al,. 2018). Além disso, apresentam intensa refratariedade aos 

tratamentos atualmente instituídos e a hepatotoxicidade associada aos azólicos, 

nefrotoxicidade associdade aos polienos e o surgimento de cepas resistentes as 

equinocandinas limitam a escolha terapêutica e contribuem para prognósticos negativos 

(KRIENGKAUYKIAT, ITO, DADWAL, 2011, LIM et al., 2012, NETEA et al., 2015). 

Dessa forma, torna-se de extrema importância a busca por substâncias bioativas que 

possam promover o controle de fatores de virulência e a inibição do crescimento da levedura, 
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expressando ação antifúngica. Assim, os produtos naturais de origem vegetal surgem como 

alternativa terapêutica por serem ricos em óleos essenciais e seu conteúdo aromático das 

plantas como um tratamento promissor contra microrganismos patogênicos (WEBER et al., 

2014; MARASINI et al., 2015). Dentre esses compostos, destacam-se os terpenóides e entre 

eles o limoneno. De relevante importância, o limoneno é um dos principais constituintes do 

óleo cítrico e o terpeno mais usado na indústria de alimentos e bebidas devido à sua agradável 

fragrância e não toxicidade (THAKRE et al., 2018). Este é classificado como um 

monoterpeno e está presente em várias plantas cítricas, como limão e laranja (SUN et al., 

2007; SHU-SHENG et al., 2013).  

O limoneno é relatado por apresentar diversas atividades terapêuticas como ação 

antibacteriana, antiparasitária, inseticida, antitumoral e principalmente, antifúngica frente a 

leveduras do gênero Candida (AGGARWAL et al., 2006, THAKRE et al., 2018). No entanto, 

seu pontencial antifúngico frente às leveduras do complexo C. parapsilosis, seu mecanismo 

de ação bem como sua ação no controle de fatores de virulência produzidos por estas espécies 

ainda é escasso.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 INFECÇÕES FÚNGICAS INVASIVAS 

 

A partir da segunda metade do século XX, os fungos emergiram como uma das 

principais causas de doenças humanas, especialmente em indivíduos imunocomprometidos e 

pacientes hospitalizados com doenças de base graves, resultando por muitas vezes em índices 

elevados de morbidade e mortalidade (FISHER et al., 2012). Além disso, os grandes avanços 

na área médica, principalmente nos cuidados intensivos contribuíram não apenas para a maior 

sobrevida dos pacientes, mas também para o aumento da incidência destas infecções 

oportunistas (PARAMYTHIOTOU et al., 2014).  

Chen e colaboradores (2018) em um estudo realizado durante o período de cinco anos 

verificaram que 236 (11,3%) dos 2083 pacientes com malignidade hematológica foram 

diagnosticados com infecção fúngica invasiva pulmonar, incluindo 41 (17,4%) casos 

comprovados, 75 (31,8%) casos prováveis e 120 (50,8%) casos possíveis. Entre os 116 

pacientes de casos comprovados e prováveis de infecção fúngica invasiva pulmonar, 

predominou a aspergilose (77,6%), seguida pela criptococose (9,9%) e mucormicose (4,4%). 

Em um estudo realizado entre 2001 e 2010, analisando o banco de dados nacional de 

alta hospitalar da França, Programme de Médicalisation du Système d'Information, foi 

observado o registro de 35.876 casos de infecções fúngicas invasivas. Estas infecções 

incluíam a candidemia (43,4%), pneumonia por Pneumocystis jirovecii (26,1%), aspergilose 

invasiva (23,9%), criptococose (5,2%) e mucormicose (1,5%). Neste estudo, os autores 

constataram que a taxa de mortalidade foi de 27,6%, sendo a candidemia e aspergilose 

responsáveis por 87,6% dessas mortes (BITAR et al., 2014).  

As taxas de incidência de candidemia foram relatadas como sendo entre 2 e 14 casos 

por 100.000 pessoas em estudos de base populacional (ARENDRUP, 2010; CLEVELAND et 

al., 2015). Com mais de 400.000 casos anuais em todo o mundo, com incidência de 0,24 a 

34,3 pacientes / 1.000 internações em UTI e mortalidade que se aproxima de 40%, Candida 

spp. constituem a terceira causa mais comum de infecções relacionadas à assistência a saúde 

em todo o mundo (BASSETI et al., 2017). Cleveland e colaboradores (2015) realizaram um 

estudo de 2008 a 2013 onde diagnosticaram 3.848 casos de candidemia em duas regiões 

metropolitanas dos EUA. 

A ordem de classificação de Candida spp. nas infecções da corrente sanguínea varia 

de país para país e é influenciada pelo grupo de pacientes estudados. Em estudos norte-
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americanos, espécies de Candida representam o terceiro principal patógeno causadores de 

infecções da corrente sanguínea associadas à assistência à saúde, que também incluem 

Staphylococcus aureus, estafilococos coagulase-negativos e Enterococcus spp., Já em países 

europeus Candida spp. representa o 6º a 10º principal agente de infecções invasivas 

(KULLBERG, 2015; McCARTY, 2016).  

Nos Estados Unidos, foi relatado que espécies de Candida causam até 22% das 

infecções da corrente sanguínea associadas aos cuidados de saúde com base em dados da 

Rede Nacional de Saúde e Segurança. Aproximadamente 50% dos episódios de candidemia 

ocorrem em UTI, refletindo a complexidade da doença geralmente associada a essa infecção 

(MAGILL, 2014). 

As leveduras do gênero Candida se apresentam como comensais em humanos 

colonizando a pele e as superfícies mucosas, como as do trato gastrointestinal e trato 

urogenital. Além da limitação dos nutrientes, essas leveduras estabelecem uma relação de 

competição com as bactérias da microbiota, desta forma, exercem uma pressão seletiva, o que 

resulta na eliminação dos microrganismos menos adaptados, tendo então um equilíbrio entre 

as populações microbianas nos tecidos colonizados (PAM et al., 2012). Nas alterações do 

sistema imunológico, ocorre um desequilíbrio entre os microrganismos comensais, 

conduzindo à debilidade podendo causar infecções superficiais em pessoas saudáveis e 

sistêmicas graves em pacientes críticos (NETEA et al., 2015).  

A candidíase invasiva é uma infecção altamente letal associada a taxas de mortalidade 

entre 40 e 60% (LEROY et al. 2016). Mohammadi e Foroughifar em 2016, no Irã, 

identificaram espécies de Candida isoladas em amostras clínicas obtidas de diferentes regiões 

do corpo em pacientes neutropênicos com câncer e constataram que 22 dos 309 pacientes 

apresentaram candidíase sistêmica, sendo C. albicans a espécie mais prevalente. 

É interessante destacar que apesar de serem conhecidas mais de 200 espécies de 

Candida, cerca de 20 são reconhecidas como patógenos humanos. Existe uma variabilidade 

geográfica, na prevalência das espécies de Candida. As cinco espécies mais comuns são C. 

albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (PAPPAS, 2016). A espécie C. 

albicans continua a ser a espécie mais prevalente, causando doença em populações adultas e 

pediátricas, mas nas últimas décadas tem sido relatado um aumento no diagnóstico de 

candidemia causadas por outras espécies de Candida em ambos os grupos (CASTENHEIRA 

et al. 2016).  

Em 2013, no Paquistão, Farooqi e colaboradores relataram a incidência de C. 

tropicalis, seguida por C. parapsilosis, C. glabrata e C. albicans como agentes em casos de 
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candidíase sistêmica em adultos. Estes autores afirmam também, que a idade dos pacientes é o 

principal fator para o acometimento da doença. 

Silva e colaboradores em 2015 ressaltaram o envolvimento de várias espécies de 

Candida, como C. albicans e C. parapsilosis responsáveis pelos casos de candidíase invasiva 

em recém-nascidos. Além disso, espécies raras têm sido descritas, como C. haemulonii, 

considerada um patógeno emergente. 

Sutcu et al. (2016) em um estudo realizado na Turquia, identificaram 134 infecções 

sistêmicas causadas por Candida spp. em pacientes de UTI pediátrica. Neste estudo, Candida 

albicans foi a espécie mais isolada, seguida de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. 

lusitaniae, C. kefyr, C. guilliermondii, C. dubliniensis e C. krusei.  

Essa diversidade de espécies de Candida como agente de infecções invasivas também 

foi relatada por Trouvé e colaboradores em 2017, ao analisarem dados epidemiológicos com 

base em 335 casos de candidíase sistêmica em 30 hospitais na Bélgica. Neste estudo, C. 

albicans foi isolada em 50,4% dos casos, seguido por C. glabrata (27,3%) e C. parapsilosis 

lato sensu (9,8%).  

Castenheira e colaboradores em 2016 relatam também que a prevalência de Candida 

não C. albicans na maioria das regiões é geralmente determinada por fatores como padrões de 

uso de antifúngico na região, fatores de risco de pacientes e surtos clonais. Na China, Yang et 

al. (2004) relataram 121 episódios de candidemia, onde a proporção de espécies Candida  

não-C. albicans (62.8%) foi maior quando comparada com os casos de candidemia causada 

por C. albicans (37.2%). Nos Estados Unidos e no noroeste da Europa, a segunda espécie 

mais comum é geralmente C. glabrata no cenário de não-surtos. Esta espécie também é 

geralmente mais comum entre indivíduos com idade superior a 60 anos e entre receptores de 

transplante de órgãos sólidos (CLEVEND et al., 2015; McCARTY et al., 2016).  

Na América Latina, Sul da Europa, Índia e Paquistão, C. parapsilosis e/ou C. 

tropicalis são mais frequentemente encontradas que C. glabrata. O agente menos comum das 

cinco principais espécies de Candida é C. krusei, sendo mais comumente encontrada em 

pacientes com neoplasias hematológicas subjacentes que receberam profilaxia antifúngica 

com fluconazol (CASTENHEIRA et al., 2016).  Entretanto, uma tendência global muito 

preocupante é o surgimento de C. auris, agente de candidíase invasiva, considerada uma 

espécie multi-droga resistente (CHOWDHARY et al., 2017; CLANCY et al., 2017; 

LOCKHART et al., 2017). 
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2.1.1 Diagnóstico 

 

O diagnóstico rápido e preciso da candidíase invasiva é crucial para que a terapia 

antifúngica adequada seja iniciada rapidamente (CLANCY et al., 2018). No entanto, o 

diagnóstico precoce nem sempre é fácil.  Os sinais e sintomas clínicos para a candidíase 

invasiva, frequentemente, são inespecíficos e esta doença deve ser suspeitada em pacientes 

com fatores de risco conhecidos que tenham uma febre persistente e que não respondam ao 

tratamento antibacteriano. Febre e leucocitose são os principais indícios de uma infecção 

sistêmica, contudo 20% dos pacientes não desenvolvem hipertermia e apenas 50% apresentam 

leucocitose (PAPPAS et al., 2018). Dessa forma, o diagnóstico da candidíase invasiva é 

fundamental para um bom prognóstico do paciente, visto que um atraso de um a dois dias no 

início da terapia antifúngica correta está associado ao aumento da mortalidade (GAREY et al., 

2006, GIOLO e SVIDZINSKI, 2010). 

 Entretanto, o diagnóstico laboratorial da candidíase invasiva representa um desafio. A 

coleta de amostras clínicas ideal pode não ser possível, especialmente quando o foco 

infeccioso é desconhecido. Em grande número de casos, procedimentos invasivos de 

diagnóstico não podem ser realizados devido à debilidade clínica que muitos apresentam 

(PAPPAS et al., 2018). 

O diagnóstico laboratorial de micoses baseia-se na observação da estrutura fúngica em 

parasitismo através da análise microscópica direta da amostra biológica e na obtenção e 

identificação do agente etiológico em meios de cultura específicos (BACKES et al., 2016). O 

exame microscópico direto pode ser realizado com material biológico de acordo com a clínica 

do paciente e esta análise pode ser realizada a fresco, com ou sem adição de corante, 

clarificante ou contrastante, a depender do material biológico (OLIVEIRA, 2014). Este 

método é considerado o mais rápido e menos oneroso na realização do diagnóstico 

laboratorial micológico, todavia um resultado negativo não exclui a infecção por Candida 

(SCHELENZ et al., 2019).  

Comumente, os fungos não são microrganismos exigentes em suas necessidades 

nutricionais e facilmente desenvolvem-se em variados meios de cultura sintéticos facilitando 

seu isolamento em diferentes condições de incubação (KAUFFMAN et al., 2011). O padrão 

ouro para o diagnóstico de micoses sistêmicas causadas por fungos oportunistas é a detecção 

do fungo na cultura de sangue, líquor ou outro material biológico de sítio estéril associado aos 

sinais clínicos de infecção (COUTO et al., 2011). Para candidemia, a hemocultura continua 

sendo o padrão-ouro para o diagnóstico, no entanto a sensibilidade deste exame é baixa, cerca 
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de 50% a 60% e é positiva em apenas 21% a 71% dos pacientes com candidíase invasiva 

comprovada por autópsia, dependendo da frequência de amostragem e do volume de sangue 

coletado segundo Clancy e colaboradores em 2013.  

Durante um episódio de candidemia, o número de células de Candida circulantes é 

geralmente <1 Unidade Formadora de Colônias (UFC) por mL (PFEIFFER et al., 2011). As 

espécies de Candida multiplicam-se mais lentamente que as bactérias, fato que pode explicar, 

em parte, a sensibilidade abaixo do ideal e o tempo prolongado para a positividade (mediana 

de 2 dias) para hemoculturas (ARENDRUP et al., 2011; PFEIFFER et al., 2011). Nesses 

pacientes, culturas de tecidos infectados podem ser realizadas, mas têm suas próprias 

limitações, incluindo a necessidade de procedimentos cirúrgicos invasivos e baixa 

sensibilidade (CLANCY et al., 2018). 

Testes de diagnósticos realizados sem a necessidade de isolamento em cultura foram 

desenvolvidos para detecção no sangue de componentes da parede celular fúngica, como 

manana e β- D- glucano, por imunoensaios, DNA por PCR e anticorpos por sorologia. No 

entanto, esses métodos também apresentam limitações como baixa sensibilidade e 

especificidade, além da necessidade de técnicas elaboradas para realização (CALANDRA et 

al. 2016).  

 

2.1.2 Identificação de leveduras 

  

O rápido reconhecimento e tratamento da candidíase invasiva são relevantes para 

reduzir o alto índice de mortalidade, bem como os custos com a internação. Portanto, a 

determinação da espécie é extremamente importante devido aos padrões de resistência 

intrínseca (VON LILIENFELD-TOAL et al., 2019). A identificação de leveduras é baseada 

em análises morfológicas e fisiológicas, uma vez que a macromorfologia não apresenta muita 

diversidade e, portanto, não é um parâmetro suficiente para identificação (COSTA, 2015). As 

análises morfofisiológicas mais comuns para a identificação de Candida spp. são a análise 

morfológica das células vegetativas crescidas em meio líquido e sólido; formação de 

pseudomicélio, micélio verdadeiro, clamidósporo, tubo germinativo; assimilação de fontes de 

carbono e nitrogênio e a fermentação de açúcares (BARNNET et al., 2000; HOOG et al., 

2000). Os métodos fenotípicos têm algumas limitações e podem não identificar ou identificar 

erroneamente algumas espécies do gênero Candida, como as espécies pertencentes ao 

complexo C. parapsilosis (MARCOS e PINCUS, 2013). 
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Diante disto, outros métodos de identificação taxonômica têm sido utilizados, como 

técnicas moleculares e proteômicas. Os métodos moleculares são capazes de identificar as 

leveduras em nível de espécie, contudo são técnicas que nem sempre estão disponíveis em 

laboratórios de diagnóstico microbiológico (MARCOS e PINCUS, 2013). Quanto à análise 

proteômica, o MALDI-TOF-MS tem sido introduzido no laboratório de microbiologia para 

identificação rápida de bactérias, micobactérias e fungos (BIZZINI et al., 2010; KLEIN et al., 

2012; HUANG et al., 2013). 

De Carolis e colaboradores (2014) avaliaram o desempenho do MALDI-TOF MS para 

identificar espécies do complexo Candida parapsilosis. O banco de dados Biotyper™ 

forneceu score satisfatório (≥2.0) na identificação de C. parapsilosis sensu stricto, C. 

orthopsilosis e C. metapsilosis. Fraser et al. (2016) também realizaram a identificação de 

6328 isolados de leveduras patogênicas utilizando MALDI-TOF-MS. A análise permitiu a 

identificação correta de 99,8% dos isolados. No entanto, destacaram a importância de um 

banco de dados adjunto para apoiar os bancos de dados fornecidos comercialmente. A eficácia 

da espectrometria de massas também foi comprovada por Stefaniuk et al. (2016) ao 

identificarem corretamente pelo MALDI-TOF 98,4% dos isolados em nível da espécie usando 

escores de ≥ 2.000.  

 

2.1.3 Relação câncer e infecção fúngica 

 

O câncer é definido como uma doença degenerativa de crescimento rápido e anormal 

de células defeituosas, que podem se espalhar pelo corpo (metástase) e aumentar a taxa de 

mortalidade (INCA, 2019). Segundo dados de 2018 do Instituto Nacional de Câncer José 

Alencar Gomes da Silva (INCA), foi estimado, para o Brasil, no biênio 2018-2019, a 

ocorrência de 600 mil casos novos de câncer, para cada ano. Essas estimativas refletem o 

perfil de um país que possui os cânceres de próstata, pulmão, mama feminina, cólon e reto 

entre os mais incidentes, mas que ainda apresenta altas taxas para os cânceres do colo do 

útero, estômago e esôfago.  

Os cânceres de próstata (68 mil) e mama (60 mil) foram estimados como os mais 

frequentes. À exceção do câncer de pele não melanoma, estão como os tipos de câncer mais 

incidentes em homens o câncer de próstata (31,7%), pulmão (8,7%), intestino (8,1%), 

estômago (6,3%) e cavidade oral (5,2%), enquanto que nas mulheres, os cânceres de mama 

(29,5%), intestino (9,4%), colo do útero (8,1%), pulmão (6,2%) e tireoide (4,0%) figuram 

entre os principais (INCA, 2018).  
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Pacientes com câncer apresentam alta probabilidade de desenvolver infecções 

mucocutâneas e da corrente sanguínea por fungos, sobretudo por espécies de Candida 

(ALNUAIMI et al., 2015). Além do aumento da incidência global de candidíase invasiva em 

pacientes oncológicos, a distribuição das espécies de Candida em unidades de oncologia 

mudou nas últimas duas décadas, com o aumento de espécies de C. não C. albicans mais 

resistentes aos tratamentos. Dentre as espécies mais incidentes, estão C. glabrata, C. 

tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis (SLAVIN et al,. 2010). 

 Dentre os principais fatores predisponentes destes pacientes para desenvolver a 

candidíase invasiva estão a nutrição parenteral, neutropenia, quimioterapia e terapia 

profilática com antifúngico (SUN et al., 2019). Em um estudo retrospectivo do tipo caso-

controle, realizado por Li e colaboradores (2017), entre 2006 a 2013, para avaliar os fatores 

de risco de pacientes com câncer desenvolverem candidemia, foi observado que a nutrição 

parenteral (> 5 dias), uso de cateter urinário (> 2 dias), quimioterapia, metástase de órgãos 

distantes e câncer gastrointestinal foram os fatores de risco para candidemia. Este estudo 

ainda demonstrou que o complexo C. parapsilosis foi identificada como a segunda espécie 

mais prevalente.  

Bergamasco et al. (2013), no Brasil, estudando a incidência de Candida spp. em 

pacientes com câncer (malignidades hematológicas e tumores sólidos) e candidemia em 

associação verificaram que C. albicans foi a espécie mais frequente, seguida de C. tropicalis e 

C. parapsilosis. Assim como os estudos citados, Ghrenassia et al. (2019) também verificaram 

a alta incidência de C. albicans em pacientes com câncer. Neste estudo, do tipo coorte 

retrospectivo estes autores ao analisarem pacientes imunossuprimidos com candidemia 

verificaram que em pacientes com câncer, C. parapsilosis correspondia a 7% dos agentes. 

O aumento de candidemia por C. parapsilosis em pacientes com neoplasias malignas, 

foi observado por Sun et al. (2019), neste estudo os autores analisaram 323 pacientes com 

câncer no período de 2012 a 2018 em um centro de câncer terciário chinês. Entre os isolados 

de Candida, a espécie mais frequentemente isolada foi C. parapsilosis com 37,15% 

(120/323), enquanto que C. albicans representou 34,37%. Estes dados refletem a grande 

ameaça das leveduras pertencentes ao complexo C. parapsilosis para os pacientes com 

neoplasias malignas. 
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 2.2 COMPLEXO Candida parapsilosis 

 

A levedura C. parapsilosis foi pela primeira vez isolada em 1928 na cidade de Porto 

Rico, por Ashford, das fezes diarreicas de um paciente. Neste momento, a espécie foi 

nomeada Monilia parapsilosis para diferenciá-la do isolado mais comum, Monilia psilosis, 

conhecido atualmente como C. albicans (ASHFORD et al., 1928). Apesar de ser considerada 

inicialmente uma levedura não patogênica, foi isolada como agente etiológico de um caso 

fatal de endocardite em um usuário de drogas intravenosas em 1940, sendo considerada na 

época, como uma introdução exógena de C. parapsilosis por meio dos instrumentos médicos 

invasivos e soluções de hiperalimentação (JOACHIM; POLAYES, 1940).  

Quando comparada com outras espécies de Candida, esta levedura possui uma 

distribuição mais ubíqua na natureza. Não é considerado um patógeno humano obrigatório, 

tendo sido isolada de outras fontes, como animais domésticos, insetos, solo e ambientes 

marinhos. No entanto, este fungo é um comensal comum ao homem, sendo considerado um 

dos mais frequentes isolados do espaço sub-ungueal das mãos, especialmente em pesquisas 

com profissionais da área de saúde, o que sugere potenciais reservatórios e vias de trasmissão 

(MENEZES et al., 2018). 

Vários autores relatam a alta incidência de C. parapsilosis como agente etiológico de 

infecções fúngicas graves. Estudos demonstram que esta levedura representa segunda espécie 

mais comumente isolada do sangue de pacientes em países da América Latina e na Ásia 

(BARRETT-BEE et al., 1985; BAUTERS et al., 2002), e também foi encontrada em 

pesquisas europeias (BAUTERS et al., 2002; BARNES et al., 2007).  

Em 2005, após estudos baseados no Multilocus Sequence Typing (MLST) a levedura 

C. parapsilosis foi separada em três grupos distintos (I, II e III), no entanto foram observadas 

diferenças genéticas suficientes para designar cada grupo como novas espécies. Os isolados 

do grupo I permaneceram como C. parapsilosis stricto sensu e os grupos II e III foram 

renomeados para C. orthopsilosis e C. metapsilosis, respectivamente. Assim, o complexo C. 

parapsilosis passou a ser composto por três espécies distintas, C. parapsilosis stricto sensu, C. 

orthopsilosis e C. metapsilosis (TAVANTI et al., 2005). 

Apesar da descoberta de novas técnicas, promover uma identificação confiável e 

rápida tem sido um grande desafio para os laboratórios de diagnóstico, especialmente para 

agentes etiológicos morfologicamente e fisiologicamente idênticos como as leveduras do 

complexo C. parapsilosis. No entanto, a taxonomia correta é necessária principalmente para 

avaliação de fatores epidemiológicos. Assim, novas metodologias para diferenciação têm sido 
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estudadas, incluindo a espectrometria de massa por tempo de voo (MALDI-TOF MS) que tem 

trazido resultados favoráveis para separação das espécies do complexo que condizem com os 

obtidos por genotipagem (DE CAROLIS et al., 2014). 

Dentre as espécies do complexo, C. parapsilosis stricto sensu é a espécie mais 

comumente isolada de infecções fúngicas, contudo 1 a 24% desses isolados podem ser, na 

verdade, C. orthopsilosis, erroneamente identificado como C. parapsilosis. Análises 

retrospectivas baseadas na análise de DNA indicam que C. metapsilosis e C. orthopsilosis 

representam 1 a 10% das infecções / colonizações atribuídas a C. parapsilosis (BONFIETTI 

et al., 2012; ROMEO et al., 2012). No entanto, C. metapsilosis é um microrganismo 

ambiental, raramente isolado de espécimes clínicos e foi verificado que é menos virulento que 

C. parapsilosis stricto sensu em vários modelos de infecção (GACSER et al., 2007; 

TAVANTI et al., 2010). 

Trevino-Rangel et al. (2014) em um modelo de infecção por larvas de Galleria 

mellonella encontraram uma taxa de mortalidade significativamente reduzida nas larvas 

infectadas com isolados de C. metapsilosis em comparação com larvas infectadas com C. 

parapsilosis stricto sensu ou C. orthopsilosis. Por outro lado, um modelo de candidíase 

disseminada não mostrou diferenças significativas entre as espécies de C. parapsilosis lato 

sensu. 

Ainda, C. parapsilosis stricto sensu é a espécie responsável pela grande maioria dos 

casos de candidíase invasiva, quando comparada as outras espécies do complexo. Em 

microscopia C. parapsilosis lato sensu apresentam células ovais, redondas, ou cilíndricas e 

quando cultivadas em meio de Sabouraud Dextrose, as colônias apresentam-se de coloração 

branca, de aspecto cremoso, brilhantes e textura lisa ou enrugada. Ao contrário de C. albicans 

e C. tropicalis, que pode exibir múltiplas formas morfogenéticas, C. parapsilosis não forma 

hifas verdadeira, entretanto podem formar pseudomicélio, os quais foram observados por 

Laffey e colaboradores em 2005.  Evidências demonstram que formação de pseudohifas por 

C. parapsilosis está relacionada a um conjunto específico de aminoácidos, particularmente a 

citrulina, o que causa mudanças significativas para morfologia celular (KIM et al., 2006).  

 Além de ameaçar pacientes adultos em UTIs, C. parapsilosis representa uma série 

de riscos aos recém-nascidos, especialmente aqueles nascidos prematuramente e com baixo 

peso ao nascer. Uma meta-análise de casos de candidíase neonatal realizada por Pammi et al. 

(2013) revelaram que C. parapsilosis é responsável por 33% de todas as doenças invasivas 

por Candida em recém-nascidos e é responsável por aproximadamente 80% das infecções 

invasivas causadas por Candida não C. albicans.  No Canadá em um estudo de coorte 
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retrospectivo utilizando dados coletados pela Rede Neonatal Canadense do período de 2003 a 

2013, C. parapsilosis foi a segunda espécie mais isoladas em casos de fungemia (TING et al., 

2018). Nos Estados Unidos, esta espécie ocupa a terceira colocação como agente de 

candidemia, como foi demostrado em um estudo de base populacional realizado entre 2008 a 

2011 em 41 hospitais do país (LOCKHART et al., 2012). 

Em países da America do Sul, C. parapsilosis tem sido isolada com alta frequência. 

Nucci em 2013 em estudo realizado na Colombia de 2008 a 2010, em 21 hospitais de sete 

cidades, verificaram que C. parapsilosis ocupa o primeiro lugar como agente etiológico da 

candidemia, superando o isolamento de C. albicans. Dados similares foram encontrados em 

Lima, Peru e na Venezuela em que esta espécie também foi a levedura mais isolada 

(BUSTAMANTE et al., 2014, TÓTH et al., 2019). 

No Brasil, Doi et al. (2016) em um estudo multicêntrico realizado em 16 hospitais 

distribuídos em cinco regiões do Brasil para avaliar a incidência da candidemia no período de 

2007 a 2010, verificaram que C. parapsilosis (24,1%) representou a segunda espécie de 

Candida mais isolada da corrente sanguínea dos pacientes, sendo as neoplasias malignas a 

condição subjacente mais comum. 

Ziccardi et al. (2015) também avaliaram a prevalência do complexo C. parapsilosis 

em casos de candidíase sistêmica no Sudeste do Brasil em dez anos de estudo. Por meio de 

técnicas moleculares foi possível distinguir 43 (81,1%) C. parapsilosis stricto sensu de 10 

(18,9%) C. orthopsilosis. Contudo, nenhuma cepa de C. metapsilosis foi encontrada nesse 

estudo. 

No Rio de Janeiro, Barbedo et al. (2015) ao avaliar pacientes de três hospitais 

terciários, identificaram que 9,5% dos pacientes apresentaram infecção sistêmica por espécies 

do complexo C. parapsilosis. Destes, 57,1% por C. parapsilosis stricto sensu, 28,3% por C. 

orthopsilosis e 4,8% por C. metapsilosis. Estes autores relataram que 80% dos casos de 

candidemia foram causadas por uma única cepa de C. parapsilosis, isolada de cateter. A 

observação de que as cepas podem permanecer no ambiente hospitalar por anos evidencia a 

possível existência de reservatórios e reforça a necessidade de medidas de controle. 

Um estudo de Govender et al. (2016) também destaca o aumento da incidência de C. 

parapsilosis na África do Sul, onde esta espécie é responsável por 35% das infecções 

invasivas por Candida no setor público (segundo mais comum) e 50% nos hospitais do setor 

privado, superando assim C. albicans. Esta incidência aumentada também foi observada no 

Japão, em 10 hospitais universitários, e na China, em 65 hospitais gerais, sendo C. 
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parapsilosis a segunda espécie mais isolada em casos de candidemia (KAKEYA et al., 2018; 

XIAO et al., 2018). 

Apesar de por muitas vezes C. parapsilosis ser considerado menos virulenta do que C. 

albicans, as leveduras do complexo C.parapsilosis são as espécies de Candida com o maior 

aumento em incidência desde 1990. Dentre os estudos que avaliam a virulência do complexo 

C. parapsilosis, observa-se que a C. metapsilosis tem sido a espécie que possui menor 

capacidade de invasão e a menor prevalência em infecções humanas, enquanto que C. 

orthopsilosis e C. parapsilosis stricto sensu são capazes de invadir, colonizar e infectar de 

forma mais grave o hospedeiro (TAVANTI et al., 2010).  

 

2.3 FATORES DE VIRULÊNCIA  

 

A maioria dos patógenos, incluindo as espécies de Candida, expressam diferentes 

fatores de virulência, e assim desenvolvem estratégias importantes no processo de patogênese 

no hospedeiro (SUCTU et al., 2016). Durante algumas décadas as leveduras eram 

consideradas participantes passivas do processo de patogênese da infecção fúngica. Assim, a 

debilidade do hospedeiro era considerada único mecanismo responsável para o 

estabelecimento da infecção oportunista. Atualmente esse conceito vem sendo modificado, e 

assim o consenso é que esses microrganismos participam ativamente do processo 

fisiopatogênico da doença, utilizando-se de mecanismos de agressão denominados de fatores 

de virulência (LAURENCE et al., 2018). 

Há descrito que um número expressivo de fatores de virulência facilita a patogênese da 

candidíase invasiva, como a capacidade do fungo em se aderir as células hospedeiras, emissão 

de estruturas filamentosas, formação de biofilme, secreção de enzimas hidrolíticas, incluindo 

proteases, fosfolipases, lipases entre outras (PAPPAS et al., 2018).  

A identificação de fatores de virulencia em fungos, particularmente ocorre em 

pesquisas com C. albicans, e, portanto, algumas espécies a exemplo do complexo C. 

parapsilosis apresentam dados insipientes quanto ao potencial de virulência e de 

patogenicidade (BRILHANTE et al., 2018). Então, raros são os estudos disponíveis sobre as 

características de virulência para C. orthopsilosis e C. metapsilosis, dentre estes, um estudo 

pioneiro realizado por Gácser et al. (2007) o qual avaliaram as propriedades invasivas do 

complexo C. parapsilosis em um epitélio oral humano reconstituído. Neste estudo, C. 

metapsilosis foi a espécie menos invasiva, enquanto C. orthopsilosis e C. parapsilosis stricto 

sensu foram capazes de colonizar e invadir o tecido epitelial em grau semelhante.  
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2.3.1 Aderência  

 

A capacidade de aderir firmemente em diferentes superfícies, incluindo células do 

hospedeiro e superfícies abióticas (cateteres intravascular e vesical, válvulas cardíacas e 

próteses dentárias) é uma importante característica detectada em algumas espécies de Candida 

(DE GROOT et al., 2013; MAYER et al., 2013). Na candidíase, o mecanismo de adesão 

durante o processo de patogênese desencadeia uma endocitose e penetração ativa das 

leveduras nas células do hospedeiro, ocorrendo uma agressão tecidual e maior capacidade de 

disseminação (MAYER et al., 2013, MODRZEWSKA E KURNATOWSKI, 2015).  

A etapa de adesão é caracterizada como fundamental para a sobrevivência dos 

microrganismos em hospedeiros humanos, contribuindo como fonte de disseminação nos 

casos de infecções fúngicas sistêmicas (SARDI et al., 2013; MODRZEWSKA E 

KURNATOWSKI, 2015). Assim, a análise in vitro da propriedade de aderência das espécies 

de Candida pode contribuir para a compreensão do comportamento destes organismos em um 

processo de infecção específico, bem como se acredita que a inibição dessa etapa contribua 

para a prevenção da infecção, como demonstrado em estudos anteriores com vários modelos 

experimentais (LIMA-NETO et al., 2011; MENEZES et al., 2013). 

A aderência é o primeiro passo no processo infeccioso, dando origem à formação do 

biofilme pelas espécies de Candida em dispositivos médicos implantados no hospedeiro 

humano. Tanto a natureza físico-química do biomaterial como a proteína da parede celular do 

patógeno desempenha um papel determinante nesse processo (WILLIAMS et al., 2013; 

NÚÑEZ-BELTRÁN et al., 2017). O processo de adesão é controlado e induzido por várias 

cascatas de sinalização celular. A fixação inicial de células de Candida é mediada por fatores 

inespecíficos (hidrofobicidade e forças eletrostáticas) e promovido por fatores específicos 

como adesinas, proteínas presentes na superfície da parede celular fúngica que reconhecem 

ligantes presentes nas células do hospedeiro, como proteínas, fibrinogênio e fibronectina 

(VERSTREPEN E KLIS, 2006). 

Um dos grupos de proteínas mais amplamente estudados envolvidos nesse processo 

pertence à família Als (sequência semelhante à aglutinina). Apesar de sua importância 

amplamente reconhecida como fatores de virulência em C. albicans, informações detalhadas 

sobre o papel biológico das proteínas Als em outras espécies de Candida são incipientes 

(GACSER, 2016).   

Ainda, estudos mostram que a capacidade de aderência nas diversas espécies de 

Candida é diferente. Este fato explica por que alguns isolados colonizam mais frequentemente 
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superfícies mucosas do que outros sítios anatômicos (SILVA et al., 2011). Adicionalmente 

podem ser observadas diferenças de adesão dentro de cepas da mesma espécie, pois a 

possibilidade de mudar o próprio fenótipo tem sido descrita em relação ao gênero Candida e 

pode modular alguns fatores de virulência, inclusive a aderência. Entretanto, para vários 

autores, os mecanismos que possibilitam esta mudança fenotípica ainda necessitam ser 

esclarecidos, é provável que estejam associados à riqueza de nutrientes e expressão de genes 

de adesinas ou de outras proteínas (JACOBSEN et al., 2012). 

Yang et al., (2014) demonstraram em seu estudo que a interação entre células 

hospedeiras e Candida no processo de infecção sistêmico desempenham um grande papel na 

patogenicidade das espécies de Candida. A endocitose induzida e a penetração ativa são os 

dois mecanismos de invasão complementares nos casos de candidíase sistêmica.  

Em 2013, Menezes e colaboradores avaliaram a capacidade de adesão de 118 isolados 

clínicos de espécies diferentes de Candida, icluindo C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis 

e C. glabrata. Em um total de 93 (79%) isolados foi identificada a propriedade de aderência, 

sendo as cepas de C. tropicalis as que apresentaram maiores níveis de adesão. 

Lima-Neto e colaboradores em 2011 correlacionaram a capacidade de aderência em 

cepas de C. albicans e C. parapsilosis às células epiteliais bucais humanas, mostrando que a 

diferença individual entre as linhagens estava relacionada com um alto teor de resíduos de α-l-

glicose na superfície celular, evidenciando que os carboidratos ou glicoconjugados da 

superfície celular desempenham papéis críticos em muitos processos celulares fundamentais, 

como interações célula-célula e microrganismo-célula hospedeira. 

O primeiro estudo de grande escala comparando a adesão de C. albicans e C. 

parapsilosis (12 e 24 isolados, respectivamente) mostrou uma maior avidez, de 20,6% de C. 

parapsilosis para células epiteliais e uma maior adesão de 143,7% ao material acrílico 

(PANAGODA et al. 2001). Em contraste, outros estudos menores atribuíram uma tendência 

de 80% a 95% de adesão para C. albicans a células epiteliais versus C. parapsilosis, 

respectivamente. No entanto, estes estudos usaram apenas um único isolado de C. 

parapsilosis, tornando a relevância de suas descobertas questionável (KING et al., 1980; 

BARRETT-BEE et al., 1985). Ademais, o grande número de células aderentes de C. 

parapsilosis relatado anteriormente pode ser um resultado de co-aderência entre as células de 

levedura que causam agregados de superfícies epiteliais, um traço observado mais 

frequentemente para C. parapsilosis do que para C. albicans. Além disso, há uma variação 

intra-espécies significativas na aderência. Embora o resultado não tenha sido estatisticamente 

significativo, os isolados obtidos de lesões superficiais de C. parapsilosis tiveram 51,5% 
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maior avidez pelas células epiteliais bucais do que isolados agentes de infecções sistêmicas 

(PANAGODA et al., 2001). Além disso, as cepas de C. parapsilosis com patogenicidades 

semelhantes num experimento de infecção vaginal variou na capacidade em aderir ao material 

acrílico (CASSONE et al., 1995). 

A correlação entre o local de isolamento e a taxa de adesão também tem sido 

observada, pois os isolados mucocutâneos de C. parapsilosis expressam um perfil de maior 

adesão (SILVA-DIAS et al., 2015). 

 

2.3.2 Morfogênese 

 

Os fungos desenvolveram outros mecanismos, além da capacidade de aderência, para 

causar doenças, que dependem principalmente de sua capacidade de desenvolver transições 

morfológicas. O fenômeno de morfogênese é descrito como a transição entre células 

unicelulares de leveduras (crescimento isotrópico) e formas filamentosas como hifas ou 

pseudohifas (crescimento apical) (GOW et al., 2011).  

A morfogênese fúngica está envolvida nos processos necessários para adaptação e 

invasão do hospedeiro. Acredita-se que a transição de levedura à hifa seja importante no 

estabelecimento da infecção, uma vez que mutantes incapazes de formar hifa são atenuados 

em virulência em camundongos. O desenvolvimento de hifas ou pseudo-hifas tem sido 

associado à virulência em algumas espécies de Candida, como C. albicans, C. krusei, C. 

tropicalis e C. parapsilosis (TREVIJANO-CONTADOR et al., 2016; LIN et al., 2019). 

O desenvolvimento da hifa envolve importantes modificações celulares (como 

alterações do ciclo celular, crescimento polarizado e aumento da pressão na ponta do 

filamento) e expressão de genes específicos da hifa, sendo a transformação morfológica 

geralmente associada a alterações na estrutura da parede celular. Durante a transição de 

crescimento de levedura em filamento, proteínas e adesinas de superfície celular específicas 

são expressas e essas proteínas com capacidade de adesão favorecem que as hifas apresentem 

maior capacidade de aderir aos epitélios e endotélios do que os blastoconídios, o que é 

importante para entender como a filamentação contribui para a adesão e disseminação 

(SUDBERY et al., 2011; KOZIK et al., 2015; LIN et al., 2019).  

A formação de hifas foi caracterizada principalmente em C. albicans a múltiplos 

estímulos in vitro, como crescimento a 37 °C, soro de mamífero, N-acetil-glucosamina e pH 

neutro (SUDBERY et al., 2011). No entanto, autores tem demonstrado que as pseudohifas de 

C. parapsilosis também contribuem para a virulência. Embora em termos de captação, as 
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células fagocíticas do hospedeiro não diferenciem as formas de levedura e pseudohifas, 

pseudohifas de C. parapsilosis são mais resistentes à morte por macrófagos e induzem níveis 

mais altos de dano celular in vitro, contribuindo para a patogenicidade da espécie (NEMETH 

et al., 2013, TOTH et al., 2014). 

Ainda, Kim e colaboradores (2006) descreveram que isolados de C. parapsilosis 

sofrem mudanças drásticas na morfologia celular e de colônias em resposta a um subconjunto 

específico de aminoácidos. Neste estudo, os autores observaram que a morfogênese mediada 

por aminoácidos não requer transporte através da membrana plasmática. Isso indica que os 

aminoácidos podem ser reconhecidos por receptores de membrana que ativam as vias de 

transdução de sinal que controlam a diferenciação celular. 

 

2.4 TERAPIA ANTINFÚNGICA  

 

O aumento da incidência de patógenos resistentes a drogas e a toxicidade de 

compostos antifúngicos existentes atraem constantemente a atenção para o estudo de novos 

produtos antimicrobianos. Ainda, o pequeno número de medicamentos disponíveis para o 

tratamento das infecções fúngicas, a maioria dos quais são fungistáticos, incentivam a procura 

de tratamentos alternativos (SILVA et al., 2015). 

Apesar de haver disponíveis no mercado agentes antifúngicos, mais ativos e menos 

tóxicos além do uso de profilaxia antifúngica, a candidíase continua sendo associada a altas 

taxas de mortalidade (KRIENGKAUYKIAT, ITO, DADWAL, 2011). Neste contexto, a 

resistência antifúngica permanece crescente, conduzindo a falha terapêutica e 

consequentemente dificuldade no combate a infecções invasivas por espécies de Candida. A 

resistência clínica frequentemente está associada a Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) 

elevadas, sendo as principais causas de esquema terapêutico ineficaz a utilização de doses 

inadequadas, interações medicamentosas e neutropenia grave (LIM et al., 2012). 

As drogas antifúngicas utilizadas atualmente estão agrupadas em três classes distintas, 

conforme o seu alvo celular e mecanismo de ação para inibir ou cessar o crescimento fúngico 

(SARDI et al., 2013; PATIL et al., 2015). Dentre os grupos, estão: os polienos, representados 

principalmente pela anfotericina B e suas formulações lipídicas; os triazólicos, sendo seus 

agentes o fluconazol, voriconazol, itraconazol, posaconazol e o mais recente isavuconazol; e 

as equinocandinas, representadas pela caspofungina, anidulaungina e micafungina (PAPPAS 

et al., 2018).  
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A seleção de um medicamento antifúngico para tratamento inicial deve ser baseada na 

exposição ou intolerância prévia do paciente a um agente antifúngico, gravidade da doença, 

comorbidades relevantes e envolvimento do cérebro, válvulas cardíacas e/ou órgãos viscerais. 

O conhecimento das principais espécies de Candida e dados sobre o perfil de suscetibilidade 

em uma unidade clínica específica também devem ser considerados (PAPPAS et al., 2018). 

Ainda, o arsenal limitado de antifúngicos está ameaçado pelo desenvolvimento de 

cepas de fungos multirresistentes e pelo surgimento de patógenos intrinsecamente resistentes 

(REVIE et al., 2018). 

 

2.4.1 Polienos 

 

Os polienos pertencem a uma classe de antifúngicos naturais produzidos por espécies 

de Streptomyces, sendo representado principalmente pela anfotericina B. Este fármaco foi 

isolado pela primeira vez em 1955 a partir de culturas de Streptomyces nodosus obtidas no 

delta do rio Orinoco, na Venezuela (KLEINBERG et al., 2006; CEREGHETTI; CARREIRA 

2006).  

A anfotericina B é uma molécula anfipática que possui uma região hidrofílica e uma 

região hidrofóbica, tornando-a insolúvel em meios aquosos. Normalmente, a anfotericina B é 

administrada por via intravenosa, com um agente solubilizante como o deoxicolato de sódio. 

Essa combinação é a formulação mais utilizada na prática clínica para o tratamento de 

infecções fúngicas, desde 1958, especialmente em países em desenvolvimento (KLEINBERG 

et al., 2006; MESA-ARANGO et al., 2012).  

Por possuir amplo espectro de ação contra fungos dimórficos, filamentosos e 

leveduras, a anfotericina B é utilizada para a maioria das infecções sistêmicas, entre elas, 

candidíase invasiva, aspergilose e criptococose (BROOKS, 2012). O mecanismo de ação da 

anfotericina B pode ser dividido entre efeitos diretos sobre a membrana celular e efeitos 

intracelulares de indução de estresse oxidativo (FALCI et al., 2015). O efeito na membrana 

baseia-se na sua interação com o ergosterol, um esteroide essencial da membrana celular dos 

organismos fúngicos, e de alguns protozoários (gênero Leishmania e amebas) (LEMKE et al., 

2005). A estrutura poliênica da molécula forma complexos com o ergosterol, causando a 

formação de poros na membrana que resultam em perda de sua integridade e rápido 

extravasamento de potássio e outros íons, ocasionando a morte celular (ANDERSON, 2014). 

No entanto, o sequestro do ergosterol pelas moléculas de anfotericina B também resulta em 

efeito tóxico para as células do patógeno, visto que o ergosterol é essencial para múltiplos 
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processos celulares, como endocitose, fusão de vacúolos e estabilização de proteínas da 

membrana (PAPPAS et al., 2010). 

Outro mecanismo de ação importante é a indução do estresse oxidativo. Evidências 

iniciais mostravam que o efeito sobre a membrana não parecia ser o único mecanismo pelo 

qual a molécula exercia suas propriedades farmacológicas. Estudos demonstraram que a 

anfotericina B induz o estresse oxidativo celular e o aumento na formação de radicais livres 

(LEMKE et al., 2005). 

Ademais, a anfotericina B apresenta vários efeitos adversos, o que faz com que o uso 

seja limitado. A nefrotoxicidade é o principal efeito colateral deste fármaco que apesar de 

reversível na maioria dos casos, ocasiona redução permanente da função renal (BROOKS, 

2012). Com o objetivo de diminuir a toxicidade da formulação convencional da anfotericina B 

(desoxicolato), diversas formulações lipídicas deste composto (lipossomal, complexo lipídico, 

dispersão coloidal, intralipídica e conjugada) encontram-se atualmente disponíveis para o 

tratamento de candidemia, apresentando menor toxicidade quando comparadas à anfotericina 

B desoxicolato (PFALLER et al., 2010). Embora as formulações lipídicas tenham reduzido a 

nefrotoxicidade, a anfotericina B não é mais comumente utilizada em adultos para candidíase 

invasiva, exceto casos de endocardite (ADLER-MOORE et al., 2016).  

Entre os isolados de Candida, a ocorrência de resistência secundária à anfotericina B 

ainda é considerada pouco frequente (VICENT et al.,2013). Bailly e colaboradores (2016) 

detectaram apenas um isolado resistente a anfotericina B em um período de 10 anos durante 

um estudo retrospectivo realizado em uma UTI da França.  No entanto, alguns casos de 

resistência à terapia com anfotericina B têm sido documentados (AHMAD et al., 2019; 

MÉNDEZ-TOVAR et al., 2019). Essa resistência aos polienos em Candida tem sido 

associada à inativação de proteínas essenciais na biossíntese de ergosterol, levando à depleção 

do mesmo e à formação de outros esteróis (JENSEN et al., 2015).  

 

2.4.2 Azólicos  

 

Os antifúngicos azólicos sistêmicos foram introduzidos no mercado na década de 80 

como drogas alternativas para o tratamento das micoses invasivas, principalmente em 45 

indivíduos debilitados, cujo tratamento com anfotericina B não era possível devido a elevada 

toxicidade (AKINS, 2005). Esses antifúngicos apresentam ação fungistática atuando na 

inibição do crescimento celular. Os azólicos são caracterizados por um anel pentagonal na 

estrutura molecular, o qual contém três átomos de carbono e dois de nitrogênio 
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(imidazólicos), ou dois de carbono e três de nitrogênio (triazólicos). O mecanismo de ação 

está associado a inibição do citocromo P450 fúngico, através da desmetilação do 14-alfa-

lanosterol, com consequente diminuição do ergosterol celular e comprometimento da 

integridade da membrana celular fúngica (MARGOTTO, 2012). 

Quatro compostos azólicos estão disponíveis para o tratamento de doenças fúngicas 

invasivas: itraconazol, fluconazol, voriconazol, ravoconazol e posaconazol. Para candidiases 

sistêmicas destaca-se o fluconazol e o voriconazol (PARAMYTHIOTOU et al., 2014). 

Os triazólicos são antifúngicos totalmente sintéticos, constituindo a maior classe de 

agentes antifúngicos e apresentam ampla atividade contra a maioria das espécies de Candida. 

Além disso, este grupo de antifúngicos é bem tolerado, tem interações medicamentosas 

previsíveis e podem ser administrados como agentes sistêmicos por via intravenosa ou oral 

(PAPPAS et al., 2018).  

O fluconazol foi um dos medicamentos de escolha para a candidemia até que as 

equinocandinas se tornassem disponíveis em 2003, e agora é um agente de segunda linha para 

terapia inicial na maioria dos casos. É importante ressaltar que a terapia com azólico é 

priorizada em situações clínicas específicas, como endoftalmite, meningite e candidíase do 

trato urinário, nas quais as equinocandinas não atingem concentrações suficientes, visto que 

as equinocandinas não passam suficientemente a barreira hematoencefálica e não são 

excretadas na urina (PAPPAS et al., 2018). No entanto, em partes do mundo com recursos 

limitados e baixa prevalência de resistência ao azol, o fluconazol continua sendo o tratamento 

inicial padrão para pacientes com candidíase invasiva. Contudo, o fluconazol deve ser 

considerado como terapia de primeira linha com cautela, devido aos dados recentes relativos 

ao aumento da resistência ao fluconazol, particularmente entre regiões onde C. auris é 

prevalente (CHOWDHARY et al., 2017).  

As taxas globais de resistência ao fluconazol variam entre 2 e 5% (PFALLER et al., 

2015), e uma revisão que avaliou 6.023 isolados revelou uma taxa geral de resistência ao 

fluconazol de 3,4% (WHALEY et al., 2016). A resistência do azol tem sido bem associada ao 

uso prévio ou atual de fluconazol (ZHANG et al., 2015), e a resistência pode se desenvolver 

mesmo com a exposição a antibióticos sistêmicos e o consumo de alimentos expostos a 

pesticidas (BEN-AMI et al., 2012; VAEZIA et al., 2018).  

A resistência aos azólicos está bem documentada em C. parapsilosis. Apesar da 

preocupação com uma predisposição genética à resistência às equinocandinas, os estudos com 

culturas de Candida mostram que a resistência ao azol ocorreu mais comumente do que a não 

suscetibilidade à equinocandina. Neste estudo, das 122 cepas de C. parapsilosis, 9,8% eram 
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resistentes ao fluconazol, enquanto 3,2% eram resistentes às equinocandinas (MELETIADIS 

et al., 2017). Na América Latina, as taxas observadas de resistência ao fluconazol por C. 

parapsilosis têm variado de 0 – 26,9% (GONÇALVES et al., 2016). 

 

2.4.3 Equinocandinas 

 

As equinocandinas são lipopeptídeos semissintéticos com estrutura química de 

hexapeptídeos cíclicos ligados a uma cadeia lateral de ácido graxo. Compõem uma nova 

classe de antifúngicos que atuam em nível de parede celular, por inibição específica do (1,3)-

β-D-glucana sintase, um complexo enzimático que forma polímeros glucano, um dos 

principais componentes da parede celular dos fungos. Como os mamíferos não possuem 

parede celular, o risco de toxicidade é menor em relação aos polienos e azólicos e apresentam 

excelente atividade fungicida contra a maioria das espécies de Candida. As equinocandinas 

são eficazes, seguras e têm interações medicamentosas muito limitadas; no entanto, eles 

requerem administração intravenosa (VIEIRA et al., 2017).  

Esta classe de antifúngicos compreendem a caspofungina, micafungina e 

anidulafungina, as quais são atualmente recomendadas como terapia empírica de primeira 

linha para pacientes com candidíase disseminada suspeita ou comprovada (PAPPAS et al., 

2016). Cada agente dessa classe foi eficaz em aproximadamente 70 a 75% dos pacientes em 

ensaios clínicos comparativos randomizados (VAZQUEZ et al., 2014). Uma análise de sete 

ensaios clínicos randomizados em larga escala que compararam o tratamento para candidíase 

invasiva em quase 2.000 pacientes em geral mostrou que uma equinocandina como agente de 

primeira linha para terapia inicial estava associada a uma mortalidade significativamente 

menor em 30 dias comparado com um azólico ou anfotericina B (ANDES et al., 2012). 

Dois estudos randomizados compararam diretamente uma equinocandina com um 

azólico para terapia inicial de candidemia. Um estudo randomizado de 2007 demonstrou que 

as taxas gerais de resposta foram numericamente mais baixas com fluconazol (60%) do que 

com anidulafungina (76%) (REBOLI et al., 2007), e um estudo maior de 2016 gerou 

resultados altamente semelhantes para o isavuconazol (60%) em comparação com a 

caspofungina (71%) (KULLBERG et al., 2016).  

Devido ao perfil terapêutico e os níveis de segurança favoráveis, o uso de 

equinocandinas em pacientes críticos tem exibido um rápido aumento e existem diretrizes 

para administração destes medicamentos como tratamento primário para candidíase invasiva. 

No entanto, este recente aumento do uso de equinocandinas tem levantado temores sobre o 
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surgimento de resistência. Estudos mostram uma menor susceptibilidade a estes fármacos por 

algumas espécies de Candida, a exemplo de C. parapsilosis e C. guilliermondii (TÓTH et al., 

2019).  

Alexander e colaboradores (2013) registraram taxas variáveis de resistência adquirida 

à equinocandina entre espécies de Candida em ambientes onde essas classes de antifúngicos 

são cada vez mais usadas. Apesar da resistência a equinocandinas ser incomum em C. 

albicans (<1%), C. tropicalis (<5%) e C. krusei (<7%), C glabrata é responsável por maiores 

taxas de resistência (cerca de 13% em alguns centros) (MAUBON et al., 2014). 

Elevadas Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) para equinocandinas são 

frequentemente encontradas para leveduras do complexo Candida parapsilosis (CHIOTOS et 

al., 2016; KONTOYIANNIS et al., 2017). Em um estudo realizado por Brilhante et al. 

(2018), foi verificado que C. orthopsilosis foi resistente à caspofungina e susceptível dose 

dependente ao itraconazol e dois outros isolados de C. orthopsilosis foram susceptíveis dose 

dependentes ao fluconazol e itraconazol. Além disso, um isolado de C. metapsilosis também 

foi dose dependente aos azólicos. Da mesma forma, a suscetibilidade dependente da dose ao 

itraconazol e altos valores de CIM de caspofungina foram descritos contra C. 

orthopsilosis (BRILHANTE et al., 2014), bem como a suscetibilidade dependente da dose ou 

resistência a azólicos contra cepas de C. metapsilosis (ATAIDES et al., 2015). Em 

contrapartida, as infecções por estas espécies apresentam resposta in vivo quando tratadas com 

equinocandinas, mesmo não apresentando susceptibilidade in vitro (CORTÉS E RUSSI, 

2011). 

 

2.4.4 Limoneno 

 

O limoneno, 4-isopropil-1-metil-ciclo-hexeno, faz parte da família dos terpenóides, os 

quais possuem estrutura típica e podem ser classificados de acordo com o número de carbonos 

da seguinte forma: hemiterpenos (C5); monoterpenos (C10); sesquiterpenos (C15); diterpenos 

(C20); sesterpenos (C25); triterpenos (C30); tetraterpenos (C40) e acima os polímeros 

(TIRAPELLI et al., 2008). O limoneno é classificado como um monoterpeno monocíclico e 

faz parte da estrutura de mais de 300 plantas como laranja, limão, tangerina, toranja e várias 

outras plantas (SUN et al., 2007; SHU-SHENG et al., 2013). 

Este composto é uma molécula quiral, estando disponível na natureza em ambas as 

formas enantiométricas R(+)-Limoneno e S(-)-Limoneno e são os mais abundantes 

monoterpenos na natureza. L- Limoneno é principalmente encontrado em uma variedade de 
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plantas e ervas como Mentha spp, enquanto D-Limoneno é o componente mais abundante dos 

óleos das cascas de limão e laranja e do óleo essencial de alcarávia, atuando na prevenção da 

desidratação e na inibição de crescimento microbiano nos vegetais (DEMYTTENAERE et al., 

2001).  

Nos óleos essenciais dos cítricos em geral, o D-Limoneno é seu componente mais 

expressivo, atingindo concentrações de 90 a 96%. Esse composto é um líquido incolor, volátil 

e oleoso naturalmente encontrado nas cascas de, principalmente, frutas cítricas, e é 

responsável pelo forte odor característico destas frutas (ESPINA et al., 2011).  

Além de ser ativo contra diversos tipos de câncer, o limoneno tem se mostrado um 

excelente redutor de população de microrganismos, sobretudo, os fungos. Em vários estudos, 

o Limoneno apresenta diversas atividades farmacológicas, tais como: atividade 

antimicrobiana do óxido e aminas do limoneno, bem como óleos essenciais contendo 

limoneno (KIM et al., 1995), atividade antifúngica do análogo sintético, do óxido de 

limoneno (BELETTI et al., 2004) e do óleo essencial, atividade antitumoral do limoneno, do 

óxido e seus derivados (AGGARWAL et al., 2006; UEDO et al., 1999; CROWEL et al., 

1999) atividade ascaricida e inseticida (PRATES et al., 2002; CROWEL et al., 1999) e 

atividade antiparasitária (ROSA et al., 2003; ANTHONY et al., 2005). 

Mazzanti et al. (1998) determinaram a ação antimicrobiana eficaz do Limoneno frente 

a Bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus e á isolados de C. albicans, C. krusei e C. 

tropicalis. 

Viriato et al. (2014) ao analisarem 15 substâncias da classe dos terpenóides, 

verificaram que o R-(+)limoneno apresentou atividade antifúngica em todas as espécies de 

Candida testadas, com CIM de 46,87 μg/mL para C. krusei e C. guilliermondii; 93,75 μg/mL 

para C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis; 375 μg/mL para C. albicans, C. 

dubliniensis e C. tropicalis. 

Segundo Romero et al. (2012) a inibição de microrganismos por óleos essenciais pode 

ocorrer por diferentes mecanismos de ação. Os efeitos tóxicos na estrutura e função da 

membrana celular têm sido utilizados para explicar a ação antimicrobiana dos óleos essenciais 

e de seus componentes isolados. Esses efeitos estão associados ao caráter lipofílico dos 

constituintes dos óleos essenciais, que sofrem partição da fase aquosa para dentro da 

membrana celular. Isto conduz à expansão da membrana, aumento da fluidez e da 

permeabilidade da célula, permitindo a liberação dos componentes intracelulares vitais à 

sobrevivência do microrganismo.  
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Contudo, alguns estudos sugerem que a ação antimicrobiana dos óleos essenciais pode 

ser consequência da inativação de enzimas, incluindo aquelas envolvidas na produção de 

energia e na síntese de componentes estruturais do microrganismo, além da destruição ou 

inativação de material genético (ROMERO et al., 2012).  

Thakre e colaboradores em 2018 ao analisarem a ação do Limoneno em isolados de C. 

albicans sugeriram que o mesmo induziu danos na parede celular e na membrana levando ao 

estresse oxidativo, causando dano ao DNA e induzindo a apoptose por meio da via 

dependente da caspase (CaMca 1) e independente (estresse nucleolar). 

Além disso, os polímeros provenientes dessas fontes naturais são materiais de grande 

interesse, uma vez que apresentam baixa toxicidade, menor quantidade de formação de 

resíduos durante a fase de síntese e baixo custo de produção e processamento (THAKRE et 

al., 2018). O limoneno é descrito como um dos principais constituintes do óleo cítrico e o 

terpeno mais usado na indústria de alimentos e bebidas devido à sua agradável fragrância, 

ausência de toxicidade, e geralmente é reconhecido como agente aromatizante seguro, bem 

como opção de tratamento em muitas doenças gastrointestinais. 

 Su e colaboradores (2007), afirmaram que o consumo de doses diárias deste terpeno 

por mais de um ano em humanos, apresentou baixíssima toxicidade. Ainda, este composto é 

rapidamente e quase que completamente absorvido pela via oral tanto em humanos quanto em 

animais experimentais. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Diagnosticar laboratorialmente candidíase invasiva em pacientes oncológicos, 

caracterizar quanto ao potencial de virulência, leveduras clínicas do complexo Candida 

parapsilosis recém-isoladas e estocadas na Coleção de Culturas Micoteca URM, bem como 

avaliar a ação antivirulência e antifúngica do D-Limoneno frente aos isolados do complexo. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Determinar a incidência de candidíase invasiva em portadores de neoplasias malignas; 

- Autenticar taxonomicamente os isolados de leveduras por técnica proteômica; 

- Caracterizar os isolados clínicos do complexo Candida parapsilosis quanto à morfogênese; 

- Avaliar os isolados clínicos do complexo Candida parapsilosis quanto à capacidade de 

aderência as células epiteliais;  

- Verificar a ação in vitro do D-Limoneno como bloqueador da morfogênese das leveduras do 

complexo C. parapsilosis; 

- Verificar a ação in vitro do D-Limoneno como bloqueador da capacidade de aderência das 

leveduras do complexo C. parapsilosis; 

- Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do D-Limoneno e antifúngicos 

comerciais frente a leveduras do complexo C. parapsilosis. 
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4 OPERACIONALIZAÇÃO DA PESQUISA 

 

4.1 COMITE DE ÉTICA 

 

Esta pesquisa foi submetida ao Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

Universidade Federal de Pernambuco. Após aprovação (CAAE 88376918.0.0000.5208), 

foram iniciadas as coletas de amostras clínicas de pacientes com suspeita de candidíase 

invasiva. Foi diagnosticado a candidíase invasiva em pacientes críticos com diversas doenças 

de base, no entanto foram incluídos no estudo, apenas os pacientes oncológicos.  

 

4.2 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL MICOLÓGICO 

 

4.2.1 Obtenção das amostras clínicas  

 

As coletas foram realizadas de acordo com a solicitação médica em pacientes com 

suspeita de leveduroses internados em um hospital público na cidade de Recife-PE. As 

amostras clínicas foram compostas por sangue, líquido cefalorraquidiano e secreções. Estas 

foram coletadas por profissionais de saúde do referido hospital e, posteriormente conduzidas 

ao Laboratório de Micologia Médica da Universidade Federal de Pernambuco, para o 

diagnóstico laboratorial micológico.  

 

4.2.2 Realização do diagnóstico micológico  

 

 Após a obtenção das amostras foram preparadas lâminas sem adição de corante ou 

clarificante e, quando necessário, coradas com Giemsa. Concomitantemente, as amostras 

clínicas foram semeadas em duplicata na superfície do meio ágar Sabouraud (DIFCO) 

adicionado de 50mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri, mantidas à temperatura de 

30ºC e 37ºC por até 15 dias. Após o surgimento das colônias, estas foram purificadas e 

identificadas por meio da espectometria de massa MALDI-TOF.  

 

4.2.3 Obtenção e autenticação taxonômica dos isolados de leveduras  

 

Foi avaliada a viabilidade e realizada autenticação taxonômica seguindo os protocolos 

propostos por Putignani et al. (2011) e Veen et al. (2010) de 40 isolados de leveduras clínicas 
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do Complexo Candida parapsilosis (C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis) 

depositados na Coleção de Culturas Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco.  

 

4.2.4 Viabilidade das culturas de leveduras 

 

As culturas foram expostas a caldo glicosado por até cinco dias. Posteriormente, foram 

semeadas na superfície do meio de cultura Sabouraud Dextrose Ágar contido em placas de 

Petri mantidas a 30
˚
C por até três dias. Após esse período foi avaliado se houve crescimento 

das culturas.  

 

4.2.5 Autenticação taxonômica  

 

Os isolados foram submetidos à análise direta por espectrometria de massa (MALDI-

TOF Autoflex III Bruker Laser nd:yag smartbeam, Bruker Daltonics Inc., USA/Germany).  

O cultivo e manutenção dos isolados de leveduras foram em meio Dextrose Peptona 

Extrato de Levedura (YEPD). Células de Escherichia coli, utilizadas como calibrante, foram 

cultivadas e mantidas em meio ágar Luria-Bertani (LB). Trichophyton rubrum foi cultivado 

em YEPD e incorporado nas análises com um controle externo. Incubações foram 

padronizadas em 20h e as linhagens se desenvolverão aerobicamente a 37°C. Todas as 

culturas foram analisadas antes do uso quanto à pureza e foram novamente repicadas pelo 

menos uma vez antes da análise pelo MALDI TOF IMS. 

Fragmento de células (cerca de 50 µg) foi diretamente transferido do meio de cultura 

para os 48 anéis da placa. Imediatamente, foi adicionado sobre todas as amostras de leveduras 

0,5 µL de ácido fórmico a 25% e misturado levemente com o material biológico. Após a total 

evaporação do meio líquido, foi adicionado 0,5 µL da solução matrix (75 mg/mL de 2,5-ácido 

dihidroxibenzóico [DHB] em etanol/água/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de ácido 

trifluoroacético [TFA]) e levemente misturado. Para E. coli a adição da solução matrix foi 

realizada sem tratamento prévio com ácido fórmico. 

Todas as amostras foram cristalizadas em temperatura ambiente (28  2 °C). Cada 

amostra foi transferida em duplicata para testar a reprodutibilidade. Durante as análises todas 

as soluções foram preparadas e estocadas a +5 °C (PUTIGNANI et al., 2010; VEEN et al., 

2010). 

Os espectros para determinação do perfil protéico dos isolados foram obtidos através 

de um laser de nitrogênio (337 nm), onde a intensidade do laser foi ajustada ligeiramente 
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acima do limiar para a produção de íons. E. coli DH5 com valores conhecidos de massa das 

proteínas ribossomais foi usada para calibração. A variação de massa entre 2.000 a 20.000 Da 

foi registrado usando modo linear com pulso de 104 ns em uma voltagem de +20 kV. 

Espectros finais foram gerados através da soma de 20 tiros de laser acumulados por perfil e 50 

perfis produzidos por amostra, levando a um total de 10.800 disparos de laser somados por 

espectro. A lista de picos obtidos foi exportada ao software SARAMIS™ (Spectral Archiving 

and Microbial Identification System, AnagnosTec, Postdam-Golm, Germany, 

www.anagnostec.eu) onde as identificações finais foram alcançadas. Identificação através do 

software SARAMIS™ foi baseada apenas na presença ou ausência de cada pico no espectro. 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO QUANTO A VIRULÊNCIA DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS 

DO COMPLEXO C. parapsilosis  

 

4.3.1 Ensaio da morfogênese  

 

O ensaio foi realizado seguindo Chaves et al., (2007) na presença e ausência do D-

Limoneno, no qual as células de leveduras do complexo C. parapsilosis foram crescidas 

“overnight” em meio NGY (30°C - 100rpm). A absorbância da densidade óptica do 

crescimento foi determinada em espectrofotômetro à 600nm. O valor da absorbância obtido 

na leitura das amostras estava compreendido entre 0,8 e 1,2 o que corresponde a uma 

concentração aproximada de 2x10
8
 células/mL. As células de leveduras foram padronizadas 

para 1x10
6
 células/mL, o que corresponde a 50μl do crescimento compreendido entre 0,8 e 

1,2 de absorbância.  

Para a indução do tubo germinativo, o volume total da suspensão de leveduras foi 

inoculado em caldo YPD e incubadas sob agitação mecânica à temperatura de 37 °C a 

100rpm, por um período de 1h e 3h de incubação para posterior leitura microscópica.  

Nas amostras retiradas com 1h de incubação foram observadas 100 leveduras em 

microscopia óptica (400x de magnificação; CX21, Olympus) para a determinação da 

porcentagem da formação de tubos germinativos. Para as amostras incubadas por um período 

de 3h, as células também foram observadas da mesma forma previamente descrita, para o 

cálculo do índice de morfologia.  Para as células esféricas de leveduras que apresentavam 

morfologia de blastoconídio foi atribuído o valor IM=1, células apresentando diâmetro com o 

dobro do comprimento, IM=2, células com aparência de pseudo-hifas, IM=3 e hifas longas de 
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lados paralelos, I.M=4. Para a determinação do índice de morfologia foi empregada a 

fórmula:   

 

        I.M = (N°IM1x1) + (N° IM2 x2) + (N° IM3 x 3) + (N° IM4 x4)  

                                                                          100  

 

4.3.2 Ensaio da capacidade de aderência das leveduras às células epiteliais  

 

Os testes de aderência foram realizados na presença e ausência do D-Limoneno 

baseados nos trabalhos de Kearns et al. (1983) e Bates et al. (2006). As células epiteliais 

foram obtidas da cavidade oral de doador jovem, clinicamente são e isento de cáries. Em 

todas as etapas relacionadas aos testes de aderência foi utilizado o tampão Phosphate Buffered 

Saline - PBS (NaCl 8g/L; KCl 0,2g/L; Na2HPO3 1,44g/L, KH2PO4 0,24 g/L, pH 7,2). As 

suspensões celulares obtidas foram mantidas em banho de gelo, a fim de evitar alterações 

celulares. 

Cultivo das amostras 

1ª Etapa: Os isolados de Candida foram semeados no meio ágar Sabouraud adicionado de 

0,5% extrato de levedura e mantidos a temperatura de 30ºC durante 72h. Após este período, as 

células de leveduras foram suspensas em 2ml de PBS contidos em tubos de ensaio, 

centrifugadas três vezes a 1.580 rpm por 10 minutos e ressuspendidas para uma concentração 

final de 2 x 10
7 

cels/mL.  

 A remoção das células epiteliais foi realizada através de suave escarificação da mucosa 

da cavidade oral com auxílio de swab e, em seguida, foram suspensas em 7ml de PBS contidos 

em tubos de ensaio, centrifugadas três vezes e ressuspendidas para uma concentração final de 4 

x 10
4
cels/ml.  

 Depois de lavadas, as células de leveduras e as células epiteliais foram examinadas 

quanto à viabilidade e integridade para avaliação de possíveis alterações em função das 

lavagens. 

 

2ª Etapa: Após a obtenção das suspensões de culturas de Candida e das células epiteliais da 

cavidade oral foi procedida mistura e homogeneização. Em seguida, agitadas durante duas 

horas, sendo posteriormente, realizada a microscopia, através de preparação em lâmina com 

azul de metileno. Os resultados foram expressos pela média aritmética de dez campos 

observados onde serão avaliadas 100 células epiteliais com relação à percentagem de sua área 
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superficial aderidas pelas leveduras e graduada como forte aderência (F) para adesão entre 50% 

a 100% da área de superfície, fraca aderência (f) para adesão até 49% e sem aderência visível 

(0). 

  

4.4 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA  

 

 Foram utilizados os antifúngicos padrões anfotericina B, fluconazol, anidulafungina, 

caspofungica e micafungina e o D-Limoneno para testes de sensibilidade antifúngica seguindo 

o protocolo proposto pelo documento M27 A3 (CLSI, 2008) e M27-S4 (CLSI, 2012).  

O isolado de C. parapsilosis ATCC 22019 foi utilizado como controle. O meio de 

cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato 

de sódio, pH 7,0 ± 0,1, com ácido morfolino propano sulfônico (MOPS; 0,165 mol.L
-1

; 

Sigma-Aldrich). Concentrações diferentes dos antifúngicos foram preparadas de acordo com o 

documento. 

As leveduras foram mantidas em meio Sabouraud Dextrose Ágar (SDA) e incubadas a 

35 °C. As suspensões dos isolados foram preparadas em solução salina, e sua densidade 

ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitância utilizando um 

espectrofotômetro a 530nm. O volume do inóculo foi ajustado para 5,0 mL de solução salina 

esterilizada e, posteriormente, diluído em RPMI 1640 para uma concentração de 2-5x10
3 

céls/mL. 

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulação planas de 96 

poços (TPP; Trasadingen, Suíça). O inóculo foi adicionado aos poços com as drogas a serem 

testadas nas concentrações de 0,03 a 16g/mL para anfotericina B, anidulafungina, 

caspofungica e micafungina, 0,125 a 64g/mL para fluconazol e 2 a 1024g/mL para o D-

limoneno, e as placas foram incubadas a 35°C durante 24 e 48horas. 

As Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) foram determinadas com inibição 

50% (para fluconazol, em comparação ao poço controle) ou até 100% em relação ao poço 

controle para anfotericna B, equinocandinas e D-Limoneno.  

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Os dados referentes à produção e tratamento de tubo germinativo foram analisados 

estatisticamente pelo ANOVA e teste de Teste de Tukey, com o nível de significância de P 

<0,05. 
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5 RESULTADOS  

5.1 ARTIGO 1 -  GRANDE VEGETAÇÃO FÚNGICA EM PRÓTESE AÓRTICA 

DEVIDA À Candida parapsilosis: UMA APRESENTAÇÃO INCOMMON  

 

Artigo Publicado na Revista Mycopathologia.  

Qualis A4, Fator de Impacto 2,278 

 

Resumo: Relatamos o caso de uma mulher com diagnóstico de endocardite fúngica atípica. A 

paciente apresentava uma grande vegetação móvel formada por Candida parapsilosis, 

encontrada em sua valva aórtica. A paciente foi tratada com fluconazol/anfotericina B, no 

entanto, não respondeu bem ao tratamento, evoluindo para morte. 

 

Keywords: Candida sp.; Cancer; Endocardite infecciosa. 

 

Texto 

A endocardite é uma doença infecciosa grave com alta taxa de mortalidade. Os casos 

decorrentes de Candida são uma apresentação incomum que representam apenas 1% a 2% de 

todos os episódios de endocardite infecciosa, sendo C. albicans a mais relatada. A endocardite 

fúngica também está associada a C. parapsilosis, um agente infeccioso associado a 

dispositivos vasculares devido à capacidade de formar biofilme em dispositivos médicos. 

Relatamos aqui um caso incomum de uma mulher de 64 anos com diagnóstico de grande 

vegetação fúngica formada por C. parapsilosis em sua prótese aórtica. A paciente com 

válvula aórtica bioprotética implantada há nove anos e meio, com história prévia de câncer do 

colo do útero e que recebeu alta há dois anos após concluir o último ciclo de radioterapia, 

procurou um serviço hospitalar com queixas de dispnéia progressiva, ortopnéia, e dispnéia 

noturna paroxística com hospitalização necessária. Inicialmente, foi realizado um 

ecocardiograma mostrando disfunção da prótese aórtica devido a sinais de ruptura do folheto 

e insuficiência mitral. A paciente apresentou picos de febre, após o qual foi iniciada terapia 

antimicrobiana com meropenem (1000 mg a cada oito horas por sete dias) associado ao 

fluconazol (400 mg / dia por sete dias). No 15
0
 dia da internação, foi realizado um 

ecocardiograma transesofágico, revelando disfunção da prótese biológica com sinais de 

ruptura de folheto, regurgitação transprotética e presença sugestiva de vegetação. 

Posteriormente, a terapia antifúngica foi imediatamente alterada para anfotericina B (20mg, 

dia) e foi necessária a substituição da válvula. No entanto, nenhuma melhora clínica ocorreu 
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após catorze dias e outro ecocardiograma transesofágico foi realizado, mostrando uma grande 

massa móvel (tamanho de 2, 11cm por 1, 6cm) localizada na válvula aórtica, característica da 

vegetação fúngica (Fig. 1A, B). Após essa descoberta, a paciente foi submetida à substituição 

da válvula aórtica, sendo mantida no tratamento com anfotericina B. Durante o procedimento 

cirúrgico, observou-se abscesso entre os postes comissurais e a grande vegetação fúngica 

ligada à prótese aórtica. Para investigar o agente fúngico envolvido na formação da vegetação 

fúngica, uma amostra protética da válvula (Fig. 1C) foi submetida a testes laboratoriais, que 

incluíram exame microscópico direto com KOH (20%) e cultura em Sabouraud Dextrose 

Agar. O exame microscópico direto do tecido mostrou numerosas células de leveduras 

hialinas (Fig. 1D). Após sete dias de incubação a 37 °C, cresceram colônias de leveduras 

brancas e cremosas. O isolado foi identificado como C. parapsilosis por LSU, 

sequenciamento de 26 rDNA D1 / D2 e a nova sequência gerada foi depositada no GenBank 

com número de acesso MH744739, com uma amostra sendo depositada na Coleção de 

Culturas Micoteca URM (URM8012). Após a cirurgia, a condição clínica da paciente se 

deteriorizou rapidamente e devido à condição enfraquecida da paciente; o tratamento foi 

ineficaz, com a paciente desenvolvendo parada cardio-respiratória e morte, apesar das 

tentativas de ressuscitação cardíaca. Certamente, as condições prévias consideráveis da 

paciente levaram a outras situações clínicas desfavoráveis, contribuindo para o 

estabelecimento e a gravidade da endocardite infecciosa. Assim, o manejo terapêutico foi 

ineficaz, resultando na morte da paciente, reforçando as altas taxas de mortalidade associadas 

a esses casos. O desenho do estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, e o estudo estava de acordo com a Declaração 

de Helsinque. 
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Figura 1 - Ecocardiograma transtorácico paraesternal, mostrando vegetação de prótese valvar 

aórtica grave, com grande massa móvel 2,11 x 1,61 cm (a), associada ao espessamento do 

folheto valvar (b) e projeção de vegetação na aorta (A). Além disso, pode ser observado 

refluxo discreto (B). Ainda, pode-se observar a amostra protética da válvula (C) e células 

ovais de levedura e hialina clarificada com hidróxido de potássio a 20% (KOH) observado ao 

microscópio óptico (aum 400x) (D). 

Fonte: Elaborado pela autora 
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5.2 ARTIGO 2 - CANDIDEMIA EM PACIENTES NEOPLÁSICOS: UMA SÉRIE DE 

CASOS 

Artigo submetido à Revista Diagnostic Microbiology and Infectious Disease s 

Qualis A3, Fator de Impacto 2.314 

 

Resumo: A candidíase invasiva é uma das principais causas de morbimortalidade em 

pacientes com câncer internados em Unidades de Terapia Intensiva. O estado imunológico 

destes pacientes, bem como a utilização de nutrição parenteral, cateteres e neutropenia 

favorecem o desenvolvimento dessa infecção fúngica altamente letal. Ademais, a terapia 

profilática com antifúngico e o surgimento de espécies de Candida não C. albicans, as quais 

têm se mostrado mais refratárias aos tratamentos, ressalta a necessidade de vigilância 

epidemiológica e o uso racional de antifúngicos em pacientes com neoplasias malignas. Aqui, 

descrevemos uma série de seis casos de candidemia em pacientes oncológicos e a avaliação 

da susceptibilidade antifúngica in vitro.   

Palavras-chave: Câncer, Candida sp., Diagnóstico micológico, Susceptibilidade antifúngica. 

 

Introdução 

A candidíase invasiva é uma infecção altamente letal associada a taxas de mortalidade 

que variam entre 40 e 60% (Leroy et al. 2016; Li et al., 2017). De acordo com estudos 

epidemiológicos, a candidíase invasiva afeta mais de 250.000 pessoas em todo o mundo a 

cada ano e é a causa de mais de 50.000 mortes. Ainda, as taxas de incidência de candidemia 

foram relatadas como sendo entre 2 e 14 casos por 100.000 pessoas em estudos de base 

populacional (Cleveland et al., 2015). 

Dentre as condições que favorecem o surgimento desta infecção, destaca-se o estado 

imunológico do paciente, sobretudo em pacientes gravemente doentes, como aqueles 

acometidos por neoplasias malignas (Sousa et al., 2016). Dentre os principais fatores 

predisponentes dos pacientes com câncer para desenvolver a candidíase invasiva estão 

nutrição parenteral, neutropenia, quimioterapia e terapia profilática com antifúngico (Sun et 

al., 2019).  

Em um estudo retrospectivo do tipo caso-controle, realizado por Li e colaboradores 

(2017), entre 2006 a 2013, para avaliar os fatores de risco de pacientes com câncer 

desenvolverem candidemia, foi observado que a nutrição parenteral (> 5 dias), uso de cateter 

urinário (> 2 dias), quimioterapia, metástase de órgãos distantes e câncer gastrointestinal 

foram os fatores de risco para desenvolver a infecção fúngica. 
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Pacientes com câncer apresentam alta probabilidade de desenvolver infecções 

mucocutâneas e da corrente sanguínea por fungos, sobretudo por espécies de Candida 

(Alnuaimi et al., 2015). Além do aumento da incidência global de candidíase invasiva em 

pacientes oncológicos, a distribuição das espécies de Candida em unidades de oncologia 

mudou nas últimas duas décadas, com o aumento de espécies de Candida não C. albicans 

mais resistentes aos tratamentos. Dentre as espécies mais incidentes, estão C. glabrata, C. 

tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis (Sun et al,. 2019). 

Portanto, o conhecimento acerca das espécies de Candida, agentes de candíase inasiva, 

em pacientes oncológico orna-se de extrema importância para a instituição terapêutica 

adequada. Aqui, descrevemos seis casos de candidemia em pacientes oncológicos, bem como 

a susceptibilidade antifúngica in vitro dos agentes etiológicos isolados em cultura.   

 

Pacientes e métodos 

A pesquisa foi realizada após a aprovação pelo comitê de ética em pesquisa com seres 

humanos, registro CAAE 88376918.0.0000.5208. 

 

Caso 1 

Uma mulher, 71 anos, deu entrada no serviço hospitalar com semi-obstrução intestinal 

por tumor de ângulo esplênico e foi submetida à uma laparotomia exploratória. A mesma 

apresentou tumor estenosante de cólon transverso próximo ao ângulo esplênico com invasão 

de estomago e jejuno proximal e moderada quantidade de ascite. Posteriormente, apresentou 

dispneia súbita e evoluiu com insuficiência respiratória aguda, sendo necessária intubação. 

Em julho de 2017, a paciente apresentou leucocitose (2800 céls/mm
3
) e foi diagnosticado 

fungemia por Candida parapsilosis, sendo iniciado esquema terapêutico com Anidulafungina 

(100mg/dia). Em agosto, a sepse fúngica havia sido superada e a paciente apresentou melhora 

clínica, recebendo alta.  

 

Caso 2  

Uma mulher, 66 anos, recém-operada, ingressou no serviço hospitalar com relato de 

constipação há dois meses e eliminação de sangue nas fezes. Foi submetida à colonoscopia, 

sendo submetida à cirurgia que evidenciou lesão tumoral em reto superior com aderência de 

íleo distal. Após procedimento cirúrgico a paciente apresentou tosse com expectoração 

purulenta e leucocitose com desvio à esquerda. Foi diagnosticado fungemia por C. glabrata, 
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sendo iniciado esquema terapêutico com Fluconazol (200mg/dia) por 15 dias. Após superação 

da sepse fúngica, a paciente recebeu alta.  

 

Caso 3 

Um homem, 56 anos, procurou o serviço hospitalar com relato de dor lombar 

irradiando para mesogastro bilateral há um mês, associado com icterícia. Referia perda de 

peso não intencional (8kg). Foi realizada uma laparotomia exploratória que evidenciou ascite 

moderada e implantes tumorais no fígado, vesícula biliar e jejuno. Após sintomas de sepse, foi 

diagnosticada em hemocultura C. glabrata e iniciado o tratamento com Fluconazol 

(200mg/dia). Após apresentar bom resultado clínico, o mesmo recebeu alta.  

 

Caso 4  

Uma mulher, 63 anos, cometida por um tumor em cabeça de pâncreas foi admitida no 

serviço hospitalar sendo submetida à duodenopancreactomia e colecistectomia. Apresentou 

sintomas de sepse pós-cirurgia, sendo diagnosticada C. albicans em hemocultura. Foi iniciado 

o tratamento com Fluconazol (200mg/dia), no entanto, quatro dias após inicio do tratamento a 

paciente apresentou parada cardiorrespiratória irreversível e evoluiu para o óbito.  

 

Caso 5 

Uma mulher, 65 anos foi internado com hipótese diagnóstica de neoplasia de 

endométrio, evoluindo com piora clínica. A paciente apresentou dispneia e hipotensão, por 

provável sepse de foco respiratório, além de edema abdominal e perda de peso. Em 

hemocultura, foi diagnosticada C. glabrata e iniciado o tratamento com fluconazol 

(200mg/dia). Após agravamento do quadro clínico foi encaminhada à UTI em estado 

gravíssimo, em choque, e após parada cardiorrespiratória irreversível foi constatado o óbito. 

 

Caso 6 

Um homem, 35 anos, admitido na emergencia com relato de dor em fossa ilíaca direita 

há quatro meses, associada a perda de peso (3kg/mês), relatando hematoquezia. Foi submetido 

à laparotomia exploratória, a qual evidenciou tumor de cólon transverso. O paciente foi 

submetido à cirurgia para retirada do mesmo, no entanto apresentou comlicações cirúrgicas, 

sendo submetido a duas reoperações em dois dias. O paciente evoluiu com piora do estado 

geral, apresentando quadro de sepse com leucocitose e febre sendo diagnosticado C. tropicalis 
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em cultura de ponta de cateter e hemocultura. Foi iniciado esquema terapêutico com 

Fluconazol (200mg/dia) e após superação da sepse fúngica, o paciente recebeu alta. 

 

Uma visão geral dos casos e possíveis fatores de risco é demostrada na Tabela 1.  

 

Tabela 1 - Características clínicas de seis pacientes portadores de neoplasias com candidemia. 

Casos 
Tipo de 

neoplasia 

Uso de dispositivo 

médico invasivo 

Uso prévio de 

antibióticos 

Profilaxia 

antifúngica 

Terapia 

Antifúngica 

Caso 1 Tumor de Cólon Sim Sim Não AN 

Caso 2 Tumor de Cólon Sim Sim Não FL 

Caso 3 

Tumor no 

fígado, vesícula 

biliar e jejuno 

Sim Sim Não FL 

Caso 4 

Tumor em 

cabeça de 

pâncreas 

Sim Sim Não FL 

Caso 5 
Neoplasia de 

endométrio 
Sim Sim Não FL 

Caso 6 
Tumor de cólon 

transverso 
Sim Sim Não FL 

AN anidulafungina, FL fluconazol 

 

Em todos os casos, foram coletadas duas amostras de sangue em dias consecutivos, 

assepticamente por punção venosa com anticoagulante EDTA de pacientes internados em uma 

Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de um Hospital Público Brasileiro entre junho a 

dezembro de 2018. As análises microbiológicas foram realizadas no Laboratório de Micologia 

Médica Sylvio Campos do Departamento de Micologia da Universidade Federal de 

Pernambuco. As amostras biológicas foram processados por métodos padrão (exame direto e 

isolamento em cultura) para diagnóstico micológico. 

O exame direto das amostras clínicas foi realizado sem adição de clarificante e coradas 

com Giemsa. Ao mesmo tempo, as culturas foram preparadas usando o ágar Sabouraud 

dextrose adicionado de cloranfenicol (50mg/L) (Difco) incubadas a 30 e 37 °C em atmosfera 

aeróbica por 15 dias. A identificação dos agentes etiológicos foi realizada após a purificação 

das culturas por técnica proteômica de espectrometria de massas MALDI-TOF. 
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O exame direto revelou numerosas células de leveduras ovais e hialinas em todas as 

amostras clínicas (Figura 1). As culturas de crescimento ocorreram em ambas as temperaturas 

(30 e 37 °C). As culturas de leveduras foram identificadas como Candida parapsilosis, C. 

glabrata, C. albicans e C. tropicalis.   

 

Figura 1 - Microscopia direta de amostra de sangue de paciente com candidemia. As setas 

indicam as células de leveduras ovais e hialinas presentes na amostra. (Aum 400X). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     Fonte: Elaborado pela autora 

 

O teste de susceptibilidade antifúngica fluconazol (Pfizer), caspofungina (Pfizer), 

anidulafungina (Pfizer) e micafungina (Pfizer) foi realizado pelo método de microdiluição em 

caldo, seguindo as diretrizes do CLSI encontrados no documento M27-A3 / M60. O controle 

de qualidade foi realizado testando a cepa recomendada pelo CLSI C. parapsilosis 

ATCC22019. Os resultados do teste de susceptibilidade estão demostrados na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Concentrações Inibitórias Mínimas dos isolados de Candida sp. frente aos 

antifúngicos da classe dos azólicos e equinocandinas. 

Casos 

Concentração Inibitória Mínima (g/mL) 

Fluconazol Caspofungina Anidulafungina Micafungina 

     

Caso 1 8 (R) 4 (DD) 2 (S) 16 (R) 

Caso 2 0,125 (S) 0,125 (S)  0,25(DD) 0,03 (S) 
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Caso 3 1 (DD) 0,5 (R) 0,06 (S) 0,03 (S) 

Caso 4 32 (R) >16 (R) >16 (R) >16 (R) 

Caso 5 1 (DD) 0,5 (R) 0,5 (R) 0,03 (S) 

Caso 6 0,5 (S) 0,03 (S) 0,125 (S) 0,03 (S) 

R Resistente, DD Dose-dependência, S Sensível 

 

Discussão 

As infecções fúngicas invasivas, principalmente as causadas por Candida são uma das 

principais causas de morbimortalidade em pacientes com câncer internados em UTIs 

(Granwehr et al., 2019). Adicionalmente, além da taxa de mortalidade, essas infecções não 

apenas prolongam a permanência hospitalar, mas também tornam o tratamento mais oneroso 

(Taur et al., 2010). 

Uma característica epidemiológica comum relatada recentemente é o aumento do 

isolamento de Candida não C. albicans, associado a uma taxa de mortalidade de 48,9%. Entre 

essas espécies, C. glabrata tem sido associada a uma mortalidade mais alta (Cesaro et al., 

2018), fato que não ocorreu nos casos relatados, em que dos três pacientes que apresentaram 

candidemia por C. glabrata apenas um foi a óbito. Ainda, dos seis pacientes descritos, apenas 

um foi acometido por C. albicans, o que reforça a mudança epidemiológica da candidemia em 

pacientes com cancer. 

Os pacientes neoplásicos geralmente exibem múltiplos fatores de risco para 

desenvolver a candidíase invasiva, incluindo uso de drenos e cateteres, efeitos de 

quimioterapia, neutropenia, disfunção renal e/ou hepática, cirurgia intra-abdominal e nutrição 

parenteral total (Granwehr et al., 2019).  Nesta série de casos, os pacientes foram submetidos 

a cirurgia intra-abdominal, uso de drenos e cateteres e nutrição parenteral total, vários fatores 

que poderiam predispor ao estabelecimento da doença fúngica.  

Como descreve Jung et al. (2015), o atraso no início da terapia antifúngica afeta 

significativamente a mortalidade relacionada à Candida. Estes autores ainda, afirmam que 

qualquer paciente de UTI com alto risco para infecção por Candida, com uma doença febril 

que não responde aos antibióticos deve ser considerado para terapia antifúngica presuntiva. 

Neste estudo, nenhum dos pacientes recebeu terapia antifúngica prévia e em dois casos (Casos 

4 e 5) a terapia antifúngica instituída não foi eficaz para o bom prognóstico dos pacientes. 

Ainda, o paciente do caso 5 foi tratado com fluconazol, o qual apresentou isolado de Candida 

dose dependente a este fármaco, no entanto este mesmo isolado foi sensível para micafungina. 
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Bilal e colaboradores 2018 afirmam que não receber agentes antifúngicos oportunos aumenta 

a taxa de mortalidade em pacientes neoplásicos.  

Observamos aqui, um número variado de espécies de Candida agentes de candidemia 

em pacientes com câncer apresentando altas taxas de resistência aos antifúngicos. Contudo, 

essa variedade epidemiológica muda de acordo com as regiões geográficas e os fatores de 

risco locais. Ainda, o aumento da incidência de isolados de Candida não C. albicans 

potencialmente resistentes dna corrente sanguínea ressalta a necessidade de vigilância 

institucional e o uso racional de antifúngicos em pacientes com neoplasias malignas. 
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5.3 ARTIGO 3 - MECANISMO DE AÇÃO E POTENCIAL ANTIVIRULÊNCIA DO D-

LIMONENO FRENTE A LEVEDURAS CLÍNICAS DO COMPLEXO Candida parapsilosis  

Artigo submetido à Revista  Food Chemistry  

Qualis A1, Fator de Impacto 5,399 

 

Resumo: As leveduras do complexo Candida parapsilosis apresentam relevância clínica 

devido ao alto potencial de virulência e patogenicidade, como a aderência às células epiteliais 

e emissão de estruturas filamentosas, além da baixa susceptibilidade aos antifúngicos. Assim, 

o D-Limoneno, um composto natural surge como uma alternativa promissora, com atividade 

antibacteriana, antiparasitária e antifúngica descritas, no entanto, seu mecanismo de ação e 

atividade antivirulência frente às espécies do complexo C. parapsilosis não estão elucidadas. 

Portanto, este estudo objetivou avaliar a ação antifúngica, antivirulência e o mecanismo de 

ação do D-Limoneno frente á isolados deste complexo. Foi verificado que o D-Limoneno 

exibiu atividade antifúngica frente às leveduras do complexo C. parapsilosis, além de uma 

excelente atividade antivirulência na inibição da morfogênese e aderência das leveduras ao 

epitélio humano. Ainda, o mecanismo apoptótico induzido por esse composto representa um 

alvo importante para o desenvolvimento de novos medicamentos antifúngicos, o qual não é 

induzido por extresse oxidativo.   

Palavras-chave: Aderência; Candida parapsilosis, Mecanismo de ação; Morfogênese; 

Terpenóide.  

 

1 Introdução  

O aumento da incidência de infecções invasivas pelas leveduras do complexo Candida 

parapsilosis representa grande relevância clínica, uma vez que sua frequência como agente da 

candidíase invasiva tem superado o isolamento de C. albicans (Netea et al., 2015). Além 

disso, as leveduras pertencentes a esse complexo têm demonstrado alto potencial de virulência 

e patogenicidade, como a aderência às células epiteliais e emissão de estruturas filamentosas, 

as quais representam os fatores de virulência indispensáveis para o estabelecimento da 

doença, uma vez que são responsáveis pelo o estágio inicial da infecção e a invasão no 

hospedeiro humano (Pappas et al,. 2018). 

Ademais, apesar das infecções por C. parapsilosis geralmente resultarem em taxas de 

morbimortalidade mais baixas quando comparadas as infecções por C. albicans, autores tem 

relatado que vários isolados clínicos destas espécies são menos suscetíveis a equinocandinas 

e, em algumas regiões, também foi observada resistência ao tratamento com azólicos, o que 
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dificulta a escolha da terapia antifúngica adequada (Govender et al., 2016; Meletiadis et al., 

2017; Tóth et al., 2019). 

Aliado a isto, as opções terapêuticas disponíveis são limitadas e vêm conduzindo ao 

aumento das taxas de mortalidade pelas espécies do complexo C. parapsilosis, sendo 

necessária a busca por novos agentes antifúngicos (Thakre et al., 2018). Assim, os produtos 

naturais de origem vegetal, especialmente os óleos essenciais, surgem como alternativa 

terapêutica e é descrito como um tratamento promissor contra microrganismos patogênicos 

(Weber et al., 2014; Marasini et al., 2015). 

O limoneno é um dos principais constituintes do óleo cítrico e é o terpeno mais 

utilizado na indústria de alimentos e bebidas devido à sua agradável fragrância e não 

toxicidade (Thakre et al., 2018). Além disso, o limoneno tem se mostrado um excelente 

redutor de população de microrganismos, sobretudo, os fungos. Em vários estudos, este 

composto apresenta diversas atividades farmacológicas, tais como: atividade antimicrobiana, 

em particular a antifúngica (Beletti et al., 2004), atividade antitumoral (Aggarwal et al., 2006) 

atividade ascaricida e inseticida (Prates et al., 2002) e atividade antiparasitária (Rosa et al., 

2003; Anthony et al., 2005). 

Ainda, o mecanismo de ação do limoneno frente às leveduras do gênero Candida 

ainda não está completamente elucidado. Thakre et al. (2018) sugerem que o limoneno induz 

danos na parede celular e na membrana levando ao estresse oxidativo, causando dano ao DNA 

e induzindo a apoptose em Candida albicans. No entanto, seu pontencial antifúngico frente às 

leveduras do complexo C. parapsilosis, seu mecanismo de ação bem como sua atividade no 

controle de fatores de virulência produzidos por estes microrganismos ainda é escasso.   

Assim, é importante elucidar a ação antivirulência do limoneno frente às leveduras do 

complexo C. parapsilosis, visto que a inibição da aderência e morfogênese das leveduras 

podem impedir o estabelecimento da infecção, e dessa forma, melhorar o prognóstico dos 

pacientes acometidos pela candidíase invasiva.  

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a ação antifúngica, 

antivirulência e o mecanismo de ação do D-Limoneno frente á isolados clínicos do complexo 

C. parapsilosis. 

 

2 Material e Métodos 

2.1 Cepas de Candida e condições de cultura 

Foram analisados 40 isolados clínicos do Complexo Candida parapsilosis obtidos da 

Coleção de Culturas Micoteca URM e do Laboratório de micologia Médica Sylvio Campos, 
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ambos da Universidade Federal de Pernambuco, sendo estes: C. parapsilosis stricto sensu 

(URM6338, URM 6365, URM 6387, URM 6404, URM 6405, URM 6406, URM 6407, URM 

6409, URM 6410, URM 6411, URM 6412, URM 6905, URM 6939, URM 6944, URM 6948, 

URM 7087, URM 7421, URM 7425, URM 7426, URM 7428, URM 7429, URM 7430, URM 

7431, URM 7432, URM 7433, URM 7443, URM 7444, URM 7445, URM 7446, URM 7448, 

URM 7449, URM 7450, HAM17, MM12199 e HAM 26), C. orthopsilosis (URM 7434 e 

URM 7447) e C. metapsilosis (URM 6408, URM 7423 e URM 7427). 

Além disso, foram utilizadas cepas de referências C. parapsilosis ATCC 22019 C. 

parapsilosis, ATCC96143 C. metapsilosis, ATCC96141 C. orthopsilosis. 

Todas as cepas foram cultivadas na superfície do meio de cultura Sabouraud dextrose 

ágar e incubadas a 37° C por 24 horas antes dos experimentos. 

 

2.2 Atividade Antifúngica  

Foram utilizados os antifúngicos padrões anfotericina B, fluconazol, anidulafungina, 

caspofungica e micafungina, e o D-Limoneno (Sigma Aldrich) para testes de sensibilidade 

antifúngica seguindo o protocolo proposto pelo documento M27 A3 (CLSI, 2008; CLSI, 

2012).  

O isolado de C. parapsilosis ATCC 22019 foi utilizado como controle. O meio de 

cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato 

de sódio, pH 7,0 ± 0,1, com ácido morfolino propano sulfônico (MOPS; 0,165 mol.L
-1

; 

Sigma-Aldrich). Concentrações diferentes dos antifúngicos foram preparadas de acordo com o 

documento. 

As leveduras foram mantidas em meio Sabouraud dextrose ágar (SDA) e incubadas a 

35°C. As suspensões dos isolados foram preparadas em solução salina, e sua densidade 

ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitância utilizando um 

espectrofotômetro a 530nm. O volume do inóculo foi ajustado para 5,0 mL de solução salina 

esterilizada e, posteriormente, diluído em RPMI 1640 para uma concentração de 2-5x10
3 

céls/mL. 

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulação planas de 96 

poços (TPP; Trasadingen, Suíça). O inóculo foi adicionado aos poços com as drogas a serem 

testadas nas concentrações de 0,03 a 16g/mL para anfotericina B, anidulafungina, 

caspofungica e micafungina, 0,125 a 64g/mL para fluconazol e 2 a 1024g/mL para o D-

limoneno, e as placas foram incubadas a 35°C durante 24 e 48 horas. 
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As Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) foram determinadas com inibição 50% 

ou até 100% em relação ao poço controle a depender do antifúngico.  

 

2.3 Caracterização quanto a virulência dos isolados de leveduras do complexo C. 

parapsilosis e atividade antivirulência do D-Limoneno 

2.3.1 Ensaio da morfogênese  

O ensaio foi realizado seguindo Chaves et al., (2007) na presença e ausência do D-

Limoneno, no qual as células de leveduras do complexo C. parapsilosis foram crescidas por 

24 horas em meio NGY (Difco Neopeptona 1 g/L, Dextrose 4 g/L; Difco extrato de levedura 

1 g/L). (30°C - 100 rpm). A absorbância da densidade óptica do crescimento foi determinada 

em espectrofotômetro à 600 nm entre 0,8 e 1,2 o que corresponde a uma concentração 

aproximada de 2x10
8
 células/mL. As células de leveduras foram padronizadas para 1x10

6
 

células/mL, o que corresponde a 50μl do crescimento compreendido entre 0,8 e 1,2 de 

absorbância.  

Para a indução do tubo germinativo, o volume total da suspensão de leveduras foi 

inoculado em caldo YPD (Dextrose 2 g, Peptona 2 g, Extrato de levedura 1 g, e Água 

destilada, 100 mL) e incubadas sob agitação mecânica à temperatura de 37° C a 100 rpm, por 

um período de 1h e 3h de incubação para posterior leitura microscópica.  

Nas amostras retiradas com 1h de incubação foram observadas 100 leveduras em 

microscopia óptica (400x de magnificação; CX21, Olympus) para a determinação da 

porcentagem da formação de tubos germinativos. Para as amostras incubadas por um período 

de 3 horas, as células também foram observadas da mesma forma previamente descrita, para o 

cálculo do índice de morfologia. Para células esféricas de leveduras que apresentavam 

morfologia de blastoconídio foi atribuído o valor IM=1, células apresentando diâmetro com o 

dobro do comprimento, IM=2, células com aparência de pseudo-hifas, IM=3 e hifas longas de 

lados paralelos, I.M=4. Para a determinação do índice de morfologia foi empregada à 

fórmula:  

 

 

 

2.3.2 Ensaio da capacidade de aderência das leveduras às células epiteliais  
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Os testes de aderência foram realizados na presença e ausência do D-Limoneno 

baseados nos trabalhos de Kearns et al. (1983) e Bates et al. (2006). As células epiteliais 

foram obtidas da cavidade bucal de doador jovem, clinicamente são e isento de cáries. Em 

todas as etapas relacionadas aos testes de aderência foi utilizado o tampão Phosphate Buffered 

Saline - PBS. As suspensões celulares obtidas foram mantidas em banho de gelo, a fim de 

evitar alterações celulares. 

Os isolados de Candida foram semeados no meio Sabouraud dextrose ágar adicionado 

de 0,5% extrato de levedura e mantidos a temperatura de 30ºC durante 72 horas. Após este 

período, as células de leveduras foram suspensas em 2 mL de PBS contidos em tubos de 

ensaio, centrifugadas três vezes a 1.580 rpm por 10 minutos e ressuspendidas para uma 

concentração final de 2 x 10
7 

cels/mL.  

A remoção das células epiteliais foi realizada através de suave escarificação da 

mucosa da cavidade oral com auxílio de swab e, em seguida, foram suspensas em 7 mL de 

PBS contidos em tubos de ensaio, centrifugadas três vezes e ressuspendidas para uma 

concentração final de 4 x 10
4 

cels/ml. Depois de lavadas, as células de leveduras e as células 

epiteliais foram examinadas quanto à viabilidade e integridade para avaliação de possíveis 

alterações em função das lavagens. 

Após a obtenção das suspensões de culturas de Candida e das células epiteliais da 

cavidade oral foi procedida mistura e homogeneização. Em seguida, agitadas durante duas 

horas, sendo posteriormente, realizada a microscopia, através de preparação em lâmina com 

azul de metileno. Os resultados foram expressos pela média aritmética de dez campos 

observados onde serão avaliadas 100 células epiteliais com relação à percentagem de sua área 

superficial aderidas pelas leveduras e graduada como forte aderência para adesão entre 50% a 

100% da área de superfície, fraca aderência para adesão até 49% e sem aderência visível. 

 

2.4 Avaliação do mecanismo de ação do D-Limoneno 

Para a avaliação quanto ao mecanismo de ação do D-Limoneno foi utilizado um 

representante de cada espécie do complexo C. parapsilosis (URM7423 C. metapsilosis, 

URM7434 C. orthopsilosis e URM7445 C. parapsilosis stricto sensu).  

 

2.4.1 Perfil de Morte Celular 

As células de levedura tratadas e não tratadas foram lavadas e ressuspensas em 0,5 mL 

de PBS e marcadas com iodeto de propio (PI) e anexina V utilizando o kit de detecção de 

apoptose anexina V-FITC (Ebioscience, San Diego, EUA) de acordo com as instruções do 
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fabricante. Em seguida, as células foram imediatamente analisadas em um citômetro de fluxo 

FACS-Calibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA), utilizando um detector de sinais de 

530/30 nm (FL1-H) para detecção de AV-FITC e 585/42 nm detector de sinal (FL2) para 

emissão de PI. A intensidade de fluorescência foi adquirida para 20.000 eventos na região 

fechada. Os dados foram analisados utilizando FlowJo (Tree Star Inc ©, Ashland, EUA) e 

expressos como a percentagem de células em cada fenótipo de população em comparação 

com o controle (células sem tratamento). Dois experimentos independentes foram realizados 

(n = 4) (Sandes et al., 2014). 

 

2.4.2 Quantificação de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) 

Para a quantificação das espécies reativas de oxigênio (ERO) foi utilizado o marcador 

Diacetato de 2',7'-diclorofluoresceína (DCFH-DA). Após as concentrações inibitórias 

mínimas serem determinadas no teste de sensibilidade antifúngica (CLSI, 2002), foram 

coletadas amostras, lavadas com PBS e marcadas com 10 µL do marcador a uma 

concentração de 10 µg/mL. Foi utilizado controle sem tratamento com o D-Limoneno com e 

sem marcação com DCFH-DA. As amostras foram analisadas em por citometria de fluxo 

(FACS-Calibur/Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA) e a intensidade de fluorescência foi 

adquirida para 20.000 eventos na região fechada. Os dados foram analisados usando FlowJo 

(Tree Star Inc©, Ashland, EUA). Alterações nas intensidades de fluorescência de DCFH-DA 

(FL1-H/ 515-545nm) foram quantificadas pelo índice de variação (IV) obtido pela equação 

(TM-CM)/CM, onde TM é a mediana da fluorescência para células tratadas e CM é a do 

controle (não tratado). Dois experimentos independentes foram realizados (n = 4) (Sandes et 

al., 2014). 

 

2.4.3 Ensaio de malondialdeído (MDA) 

O ensaio de peroxidação lipídica foi determinado pela reação colorimétrica (532 nm) 

do MDA com ácido tiobarbitúrico (TBA) utilizando o Kit de ensaio MDA (Sigma-Aldrich), 

seguindo as condições do fabricante. 

 

2.4.4 Avaliação do Potencial de Membrana Mitocondrial 

As células tratadas e não tratadas foram lavadas e ressuspensas em 0,5 mL de PBS 

com 10mg/mL de Rodamina 123 (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) durante 20 minutos. Após a 

marcação, as células foram lavadas duas vezes com 1 mL de PBS e imediatamente analisadas 

por citometria de fluxo (FACS-Calibur/Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA), onde as 
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intensidades de fluorescência para Rodamina 123 (potencial de membrana mitocondrial) 

foram quantificadas. A intensidade de fluorescência foi adquirida para 20.000 eventos na 

região fechada. Os dados foram analisados usando FlowJo (Tree Star Inc©, Ashland, EUA). 

As alterações nas intensidades de fluorescência da Rodamina 123 (FL1-H/515-545 nm) foram 

quantificadas pelo índice de variação (IV) obtido pela equação (TM-CM)/CM, onde TM é a 

mediana da fluorescência para células tratadas e CM é a do controle (não tratado). Dois 

experimentos independentes foram realizados (n = 4) (Sandes et al., 2014). 

 

3 Resultados e Discussão 

3.1 Atividade Antifúngica 

A avaliação da atividade antifúngica do D-Limoneno frente às cepas do complexo C. 

parapsilosis utilizadas apresentou resultados significativos obtendo valores de CIM de 256 

µg/mL, 512 µg/mL e 1024 µg/mL com atividade fungicida. Entretanto, em alguns isolados 

não foi possível à inibição de 100% das células e, portanto, apresentaram valores de CIM ≥ 

1024 µg / mL.  

Viriato et al. (2014) ao analisarem 15 substâncias da classe dos terpenóides, verificaram 

que o Limoneno apresentou atividade antifúngica em todas as espécies de Candida testadas, e 

entre elas as leveduras do complexo C. parapsilosis com CIM de 93,75 μg/mL para C. 

parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis. Embora estes resultados apresentem CIM 

inferiores ao encontrados neste estudo, já foi relatado que o Limoneno é atóxico, mesmo em 

doses altas de 15 g/dia (Sun et al., 2007). Além disso, a susceptibilidade antifúngica a drogas 

é inerente a cada cepa, e por isso nossos resultados são promissores para o tratamento da 

candidíase. 

Como drogas controle, foram utilizados os antifúngicos comerciais fluconazol, 

anfotericina B, micafungina, anidulafungina e caspofungina. Todas as cepas utilizadas no 

estudo foram sensíveis ao fluconazol e a anfotericina B com CIM variando de 0,125 a 1 

µg/mL. Para as equinocandinas, a variação dos valores de CIM foi de 0,06 a 4 µg/mL para a 

caspofungina, sendo os isolados com CIM de 4 µg/mL considerados dose-dependentes. A 

micafungina apresentou variação de 0,03 a 4 g/mL, também apresentando isolados dose-

dependenetes (CIM 4g/Ml); já a anidulafungina apresentou variação de 0,03 a 8 g/mL, 

apresentando isolados dose-dependentes (CIM 4 µg/mL) e resistentes (≥8 g/mL). 

Neste estudo foram observados isolados resistentes e dose-dependentes à classe das 

equinocandinas. Valores elevados de CIM para as equinocandinas são frequentemente 
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encontradas para leveduras do complexo Candida parapsilosis (Chiotos et al., 2016; 

Kontoyiannis et al., 2017). C. orthopsilosis já foi descrita como resistente à caspofungina, 

assim como C. metapsilosis (Brilhante et al., 2014; Brilhante et al., 2018).   

 

 3.2 Ensaio da morfogênese  

 A avaliação da produção de tubo germinativo (evaginação lateral) foi realizada com 

os 40 isolados após 1h de incubação. Foi observado que a porcentagem de células que 

emitiam tubo germinativo variou de 2-30% e que esta produção não foi específica para cada 

espécie, mas inerente a cada cepa avaliada. No entanto, quando avaliadas na presença do D-

limoneno foi verificado que houve uma diminuição na produção deste fator de virulência que 

variou desde a inibição completa da formação de tubo germinativo a 18% (Figura 1A). 

Ao analisar as células com 3h de incubação, foi possível determinar o índice de 

morfologia (I.M), com o qual foi observado um I.M médio de 1,32 para cepas do complexo C. 

parapsilosis o que indica uma prevalência das formas de blastoconídeos. Apenas os isolados 

URM6905, URM6944 e URM7448 apresentaram células predominantemente na forma de 

pseudomicélio, com I.M de 2,21, 2,32 e 2,01 respectivamente, no entanto, não se observou a 

capacidade dos isolados em formar hifa verdadeira. Este índice também foi reduzido na 

presença do D-Limoneno, o qual apresentou valor máximo de I.M 1,56 (Figura 1B). 

 

Figura 1 - Avaliação da inibição da morfogênese de leveduras do complexo Candida 

parapsilosis pelo D-Limoneno. (A) Emissão de tubo germinativo após 1 hora de incubação e 

(B) índice de morfogênese (IM) após 3h de incubação. Os dados representam a média e 

desvio padrão em triplicata (n_3). Para a análise, o teste de comparações múltiplas de Tukey 

foi realizado para todas as médias obtidas ao nível de significância de 5%. Os símbolos “**”, 

“***”, “****” indicam diferenças significativas entre a porcentagem de emissão de tubo 

germinativo e índice de morfogênese (p≤0,001), (p≤0,0003) e (p≤0,0001), respectivamente. 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

A transição broto-hifa das leveduras do gênero Candida é uma etapa fundamental para 

o estabelecimento da infecção, contribuindo para a invasão tecidual (Silva-Rocha et al., 

2015).  Estudos demonstram que as alterações na morfologia da célula fúngica causadas por 

óleos essenciais podem estar relacionadas com a interferência dos seus constituintes químicos 

sobre enzimas responsáveis pela biossíntese ou manutenção da parede celular, afetando o 

crescimento e morfogênese fúngica (Zambonelli et al., 1996; Debillerbeck et al., 2001). Em 

nossa pesquisa, foi evidenciado que o D-Limoneno foi capaz de reduzir a capacidade de 

formar tubos germinativos e pseudo-hifas para os isolados do complexo C. parapsilosis, 

caracterizando este composto como um promissor agente antivirulência.  

Vários estudos com outras espécies de leveduras também avaliaram a inibição da 

morfogênese pelo Limoneno. Liu et al. (2013) e Brennan et al. (2014) relataram que os danos 

na parede celular e na membrana mediados pelo Limoneno inibem o crescimento de 

Saccharomyces. cerevisiae e dessa forma, sua transformação em hifa.  Assim como Thakre et 

al. (2018) ao avaliarem o efeito do Limoneno na morfogênese de C. albicans. Contudo, este é 

o primeiro estudo ao avaliar a inibição da morfogênese das leveduras do complexo C. 

parapsilosis pelo D-Limoneno.  
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3.4 Ensaio da capacidade de aderência das leveduras às células epiteliais 

Foi possível observar a presença dos três níveis de aderência das espécies do complexo 

C. parapsilosis ás células epiteliais. Das 40 cepas avaliadas 10 (22,5%) isolados se 

destacaram apresentando forte capacidade de aderência, 25 (62,5%) isolados apresentaram 

fraca capacidade de adesão e cinco (12,5%) não apresentaram capacidade de adesão às células 

epiteliais humanas. 

Na presença do D-Limoneno, foi verificado que a adesão das leveduras às células 

epiteliais foi fortemente reduzida. Isolados que apresentaram uma aderência forte ou fraca, 

perderam essa capacidade ou diminuíram em sua intensidade (Figura 2 A1-A2, B1-B2). Esses 

dados mostram uma tendência notável de redução na adesão de espécies do complexo quando 

cultivadas na presença desse produto natural, reforçando que, além da inibição do 

crescimento, o D-Limoneno pode interferir diretamente na adesão de células de C. 

parapsilosis ao epitélio. E, portanto, pode ser particularmente útil na prevenção da candidíase 

uma vez que para o estabelecimento da doença é necessária este processo de adesão 

(Modrzewska et al., 2015). Ademais, a inibição deste fator contribui para o não 

desenvolvimento do biofilme, visto que a aderência é a etapa inicial para sua formação. Além 

disso, o biofilme é responsável pelo aumento da resistência à defesas imunes do hospedeiro, 

bem como a terapia antifúngica (Leite-Andrade et al., 2017). 

 

Figura 2 - Inibição da capacidade de aderência às células epiteliais de leveduras do complexo 

Candida parapsilosis pelo D-Limoneno. (A1-A2) URM 7445 Candida parapsilosis stricto 

sensu apresentando forte aderência antes do tratamento e fraca aderência após tratamento com 

o D-Limoneno e (B1-B2) URM 7434 Candida orthopsilosis apresentando fraca aderência 

antes do tratamento e aderência ausente após tratamento com o D-Limoneno. As setas 

indicam as células de leveduras aderidas as células epiteliais humanas. 
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    Fonte: Elaborado pela autora. 

 

A inibição da aderência de espécies de Candida também já foi verificada com outros 

produtos naturais como o extrato de Phyllanthus emblica Linn. (Thaweboon et al., 2011) e a 

Eugenia uniflora (Souza et al., 2018), ambos para C. albicans. No entanto, não há outros 

estudos que demonstrem a inibição da aderência de leveduras do complexo C. parapsilosis 

pelo D-Limoneno. 

 

3.5 Avaliação do mecanismo de ação do D-Limoneno 

3.5.1 Perfil da morte celular 

O tratamento com o D-Limoneno mostra uma ação apoptótica inicial (fenótipo 

AV
+
/PI

-
) que variou de 41,3 a 84,4% para o isolado URM7445 C. parapsilosis stricto sensu 

(Figura 3 A1-A3), 57,6 a 64,3% para URM7434 C. orthopsilosis (Figura 3 B1-B3) e 56,7 a 

78,3% para URM7423 C. metapsilosis (Figura 3 C1-C3), marcados pela anexina V (AV) nas 

células analisadas. Ademais, o fenótipo necrótico (AV
-
/PI

+
) foi representado por menos de 

2,3% da população de leveduras analisada. A avaliação da apoptose e necrose por citometria 

de fluxo geralmente é realizada pelo uso combinado da anexina V-FITC, que acessa a 
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fosfatidilserina a qual é exposta na membrana externa na fase inicial da apoptose e o iodeto de 

propídeo (PI), que permite a identificação de alterações nucleares nos estágios finais da 

apoptose ou necrose como consequência do aumento da permeabilidade da 

membrana (Sandes et al., 2014). Nossos resultados mostraram que a incubação das células do 

complexo C. parapsilosis com o D-limoneno produziram perdas significativas na viabilidade 

celular, provocando características apoptóticas nas leveduras.  

 

Figura 3: Citometria de fluxo para análises de apoptose com Anexina V e Iodeto de Propídio 

em células de Candida parapsilosis URM7445 A) C. orthopsilosis URM 7434 (B) e C. 

metapsilosis URM7423 (C) 24h pós-tratamento com D-limoneno. (A1, A2 e A3): células 

expostas a 1024g/mL de D-limoneno, 512g/mL e 256g/mL respectivamente, (B1, B2 e 

B3): células expostas a 512g/mL de D-limoneno, 256g/mL e 128g/mL respectivamente e 

(C1, C2 e C3): células expostas a 2048g/mL de D-limoneno, 1024g/mL e 512g/mL 

respectivamente. 

 

 Fonte: Elaborado pela autora. 
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Aliado a isto, o perfil de morte observado representa um alvo importante para o 

desenvolvimento de novos medicamentos antifúngicos, visto que a via necrótica poderia 

ativar mecanismos pró-inflamatórios no hospedeiro humano (Shirazi et al., 2015). 

 

3.5.2 Quantificação de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) e Peroxidação Lipídica 

O teste de detecção para espécies reativas de oxigênio e peroxidação lipídica é 

mostrado na Figura 4. Os dados apontam para uma maior produção de ERO nas 

concentrações 2048 μg / mL e 512 μg/mL para as cepas URM7423 C. metapsilosis, e 

URM7434 C. orthopsilosis, respectivamente. Já a cepa URM7445 C. parapsilosis strictu 

sensu apresentou um discreto aumento na produção de ERO a 1024 μg/mL (Figura 4 A-C). 

No entanto, esses dados não apresentam diferença estatística significativa (p≥0,5) em relação 

ao controle. 

 

Figura 4 - Detecção de espécies reativas de oxigênio (A-C) e peroxidação lipídica (D) para as 

espécies do complexo Candida parapsilosis. Para a análise, o teste de comparações múltiplas 

de Tukey foi realizado para todas as médias obtidas ao nível de significância de 5%.  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Neste estudo constatamos que o D-Limoneno não provocou estresse oxidativo nas 

células do complexo C. parapsilosis, mas apenas o aumento das ERO que pode ser atribuído 

ao metabolismo estritamente aeróbico dessas cepas (Nosek et al., 2009).  

Além disso, o ensaio de peroxidação lipídica não demonstrou o aumento no conteúdo 

relativo de MDA nos tratamentos em comparação com o controle (Figura 4 D). Este efeito 

confirma que o D-Limoneno não perturbou o estado redox das células do complexo C. 

parapsilosis e, portanto, não causou peroxidação lipídica. Uma vez que a peroxidação de 

lipídeos é o principal alvo molecular do dano oxidativo e que são formados por espécies 

reativas (Lee et al., 2017).  

 

3.5.3 Avaliação do Potencial de Membrana Mitocondrial 

Verificou-se que o D-Limoneno não causou despolarização da membrana mitocondrial 

nas cepas de leveduras avaliadas. O isolado URM7423 apresentou índices de variação de 

0,44, 0,61 e 0,81 para as concentrações de 2048 μg/mL, 1024 μg/mL e 512 μg/mL, 

respectivamente. O mesmo fenômeno acorreu com os isolados URM7445, com índices de 

variação de 0,37, 0,39 e 0,41 e URM7434 com 0,63, 0,66 e 1,46.  

Neste estudo foi observado que não ocorreu o dano na membrana mitocondrial nas 

leveduras do complexo C. parapsilosis tratadas com o D-Limoneno.  Isso pode ter ocorrido 

devido a uma característica peculiar das mitocôndrias das espécies do complexo que é o 

desacoplamento da respiração da fosforilação, presumivelmente causada pela presença da 

proteína desacopladora (UCP) (Jarmuszkiewicz et al. 2000 ). 

Além disso, as cepas URM7445 e URM7434 apresentaram dose-dependência à 

anidulafungina com CIM de 4 g/mL e a cepa URM 7427 apresentou resistência a este 

fármaco com CIM de 8 g/mL, o que pode ter contribuído para a não despolarização da 

membrana mitocondrial, uma vez que perturbações na parede celular por esse antifúngico 

pode ter levado ao desenvolvimento de um  mecanismo que contribuiu para a resistência ao 

extresse oxidativo (Shirazi et al., 2015).  

 

4 Conclusão 

Este estudo revelou que o D-Limoneno exibe atividade antifúngica frente às leveduras 

do complexo C. parapsilosis, além de apresentar excelente atividade antivirulência na 

inibição da morfogênese e aderência das leveduras ao epitélio humano. O fato de este 

composto afetar parede e membranas, como cita Thakre et al.(2018) contribuem para 
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alterações nos constituintes dessas estruturas impedindo a adesão ao epitélio e alterando a 

morfogênese da célula, conduzindo a mesma à morte. Ademais, o mecanismo apoptótico 

induzido por esse composto representa um alvo importante para o desenvolvimento de novos 

medicamentos antifúngicos, visto que não ativa respostas inflamatórias no hospedeiro (Shirazi 

et al., 2015).  

Além disso, verificamos também que o D-Limoneno não causa estresse oxidativo nas 

leveduras do complexo C. parapsilosis e como foi comprovado pelo ensaio com MDA, 

portanto a indução de apoptose deve estar relacionada a distúrbios em programas específicos 

de diferenciação celular mediado por aminoácidos da membrana celular causados pela ação 

do limoneno (Nosek et al., 2009). 

Ainda, este é o primeiro estudo a avaliar a atividade antivirulência do D-Limoneno 

frente a leveduras do complexo C. parapsilosis e os resultados caracterizam este composto 

como promissor para o tratamento da candidíase invasiva, contribuindo para um melhor 

prognóstico e sobrevida dos pacientes visto que a aderência às células epiteliais e a 

morfogênese são cruciais para o estabelecimento e agravamento (formação de biofilme) da 

infecção fúngica.  
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6 CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que: 

 Espécies de Candida não C. albicans, com destaque para C. glabrata e C. parapsilosis 

stricto sensu apresentam uma incidência relevante na candidíase invasiva em 

portadores de neoplasisas malignas. 

 A ferramenta proteômica MALDI-TOF MS é eficaz para diferenciar as espécies do 

complexo C. parapsilosis. 

 As espécies do complexo C. parapsilosis apresentam variedade na capacidade de 

aderência às células epitelias e morfogênese, sendo estas características inerentes a 

cada isolado como característica de virulência. 

 A classe das equinocandinas não foi eficaz in vitro frente às cepas do complexo C. 

parapsilosis apresentando isolados resistentes e dose-dependentes. 

 O D-Limoneno é um composto eficaz no tratamento e inibição de fatores de 

virulência, aderências às células epiteliais e morfogênese, das leveduras do complexo 

C. parapsilosis. 

 O mecanismo de ação do D-Limoneno frente à leveduras do complexo C. 

parapasilosis não ocorre por estresse oxidativo. 
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APENDICE A – LARGE AORTIC PROTESIS VEGETATION DUE TO Candida 

parapsilosis: NA UNCOMMON PRESENTATION 
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ANEXO A - COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO À REVISTA 

DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY AND INFECTIOUS DISEASE 
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ANEXO B - COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO À REVISTA FOOD 

CHEMISTRY 
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ANEXO C – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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