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RESUMO

Nas ultimas décadas a candidiase invasiva vem ocupando lugar de destaque no ambito
das infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, principalmente em pacientes gravemente
doentes, como os portadores de neoplasias malignas. Esta micose representa mundialmente a
terceira causa de infecgdes hospitalares, e dentre as leveduras, se destaca aquelas do complexo
Candida parapsilosis, representando grande relevancia clinica. Ademais, a frequéncia de
isolamento deste complexo, vem sendo maior que de C. albicans, além dessas espécies
possuirem alto potencial de viruléncia e patogenicidade. Aliado a isto, o surgimento de cepas
resistentes e os efeitos toxicos dos antiflngicos utilizados limitam a escolha terapéutica e
contribuem para mau prognoéstico. Dessa forma, o uso de um composto natural como o D-
Limoneno surge como uma alternativa. Este composto possui atividade antimicrobiana
descrita; no entanto, 0 mecanismo de acdo e atividade antiviruléncia frente as espécies do
complexo C. parapsilosis, até entdo, ndo estdo elucidadas. Assim, este estudo teve como
objetivo diagnosticar candidiase invasiva em pacientes oncoldgicos, caracterizar quanto ao
potencial de viruléncia, bem como avaliar a acdo antiviruléncia e antifingica do D-Limoneno
frente aos isolados do complexo. O diagnostico da candidiase invasiva foi realizado por meio
de exame direto e cultura e as cepas de leveduras isoladas foram purificadas e identificadas
por técnica protebmica. Além disso, foram obtidas leveduras do complexo C. parapsilosis
pertencentes a Colecdo de Culturas Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco.
Os isolados foram submetidos a testes de susceptibilidade antifunfica com drogas
convencionais e com o D-Limoneno. Ainda foi avaliada a atividade antiviruléncia do
limoneno frente a estas leveduras. No diagndstico da candidiase invasiva em pacientes
oncologicos foi verificado um nimero variado de espécies de Candida agentes de candidemia
apresentando altas taxas de resisténcia aos antifingicos. Ainda, foi constatado que o D-
Limoneno exibiu atividade antifungica frente as leveduras do complexo C. parapsilosis, alem
de uma excelente atividade antiviruléncia na inibicdo da morfogénese e aderéncia das
leveduras ao epitélio humano. Este estudo foi o primeiro a avaliar a atividade antiviruléncia
do D-Limoneno frente a leveduras do complexo C. parapsilosis o qual se mostrou promissor
para o tratamento da candidiase invasiva por leveduras desse complexo e assim, contribuir

para um melhor prognostico e sobrevida dos pacientes.

Palavras-chave: Candidiase invasiva. Cancer. Candida parapsilosis. Terpeno. Atividade

anti-viruléncia.



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 INTRODUCAO

O cenario mundial, nas dltimas duas décadas, mostra a incidéncia cada vez mais
crescente da candidiase invasiva. Esta infeccdo vem ocupando lugar de destaque no ambito
das infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), principalmente em pacientes
gravemente doentes, como aqueles convivendo com HIV/AIDS, transplantados, cardiopatas,
portadores de neoplasias malignas e ainda aqueles expostos a dispositivos médicos-invasivos
(AUZINGER et al., 2015).

As leveduras pertencentes ao género Candida apresentam-se como comensais no
hospedeiro humano, no entanto alteracfes no sistema imunoldgico ou fatores de risco podem
provocar um desequilibrio na microbiota, ou até mesmo translocacdo destes microrganismos e
desencadear infeccBes sistémicas graves em pacientes criticos, especialmente naqueles
internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (ALNUAIMI et al., 2015; NETEA et al.,
2015).

A candidiase invasiva afeta mais de 250.000 pessoas a cada ano no mundo e é
responsavel por mais de 50.000 mortes, sendo a terceira causa de infeccdes hospitalares. O
agente etioldgico isolado com maior incidéncia é C. albicans, no entanto, outras espécies tém
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 relevancia clinica, uma vez que sua
frequéncia como causa da candidiase invasiva tem sido maior do que da espécie C. albicans.
Ademais, as leveduras pertencentes a esse complexo tém demonstrado alto potencial de
viruléncia e patogenicidade, sendo referidas em constante associacdo a cateteres, sondas, entre
outros dispositivos. Dentre os fatores de viruléncia indispensaveis para o estabelecimento da
doenca, a aderéncia as células epiteliais e emissdo de estruturas filamentosas merece destaque,
visto que representam o estagio inicial para infeccdo e invasao destas leveduras nas células do
hospedeiro humano (PAPPAS et al,. 2018). Além disso, apresentam intensa refratariedade aos
tratamentos atualmente instituidos e a hepatotoxicidade associada aos azélicos,
nefrotoxicidade associdade aos polienos e o0 surgimento de cepas resistentes as
equinocandinas limitam a escolha terapéutica e contribuem para prognosticos negativos
(KRIENGKAUYKIAT, ITO, DADWAL, 2011, LIM et al., 2012, NETEA et al., 2015).

Dessa forma, torna-se de extrema importancia a busca por substéncias bioativas que

possam promover o controle de fatores de viruléncia e a inibigdo do crescimento da levedura,
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expressando agdo antifungica. Assim, os produtos naturais de origem vegetal surgem como
alternativa terapéutica por serem ricos em Oleos essenciais e seu conteudo aromatico das
plantas como um tratamento promissor contra microrganismos patogénicos (WEBER et al.,
2014; MARASINI et al., 2015). Dentre esses compostos, destacam-se o0s terpenoides e entre
eles o limoneno. De relevante importancia, o limoneno é um dos principais constituintes do
6leo citrico e o terpeno mais usado na industria de alimentos e bebidas devido a sua agradavel
fragrancia e ndo toxicidade (THAKRE et al., 2018). Este é classificado como um
monoterpeno e esta presente em varias plantas citricas, como limdo e laranja (SUN et al.,
2007; SHU-SHENG et al., 2013).

O limoneno é relatado por apresentar diversas atividades terapéuticas como acao
antibacteriana, antiparasitaria, inseticida, antitumoral e principalmente, antifingica frente a
leveduras do género Candida (AGGARWAL et al., 2006, THAKRE et al., 2018). No entanto,
seu pontencial antifangico frente as leveduras do complexo C. parapsilosis, seu mecanismo
de acdo bem como sua agdo no controle de fatores de viruléncia produzidos por estas espécies

ainda é escasso.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCOES FUNGICAS INVASIVAS

A partir da segunda metade do século XX, os fungos emergiram como uma das
principais causas de doengas humanas, especialmente em individuos imunocomprometidos e
pacientes hospitalizados com doencas de base graves, resultando por muitas vezes em indices
elevados de morbidade e mortalidade (FISHER et al., 2012). Além disso, os grandes avancos
na &rea médica, principalmente nos cuidados intensivos contribuiram ndo apenas para a maior
sobrevida dos pacientes, mas também para o aumento da incidéncia destas infeccGes
oportunistas (PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

Chen e colaboradores (2018) em um estudo realizado durante o periodo de cinco anos
verificaram que 236 (11,3%) dos 2083 pacientes com malignidade hematoldgica foram
diagnosticados com infeccdo fungica invasiva pulmonar, incluindo 41 (17,4%) casos
comprovados, 75 (31,8%) casos provaveis e 120 (50,8%) casos possiveis. Entre os 116
pacientes de casos comprovados e provaveis de infeccdo flangica 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 Franca, Programme de Médicalisation du Systeme d'Information, foi
observado o registro de 35.876 casos de infecgdes fungicas invasivas. Estas infeccOes
incluiam 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
responsaveis por 87,6% dessas mortes (BITAR et al., 2014).

As taxas de incidéncia 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 incidéncia de 0,24 a
34,3 pacientes / 1.000 internagdes em UTI e mortalidade que se aproxima de 40%, Candida
spp. constituem a terceira causa mais comum de infec¢Ges relacionadas a assisténcia a saude
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 regides
metropolitanas dos EUA.

A ordem de classificacdo de Candida spp. nas infecgdes da corrente sanguinea varia

de pais para pais e é influenciada pelo grupo de pacientes estudados. Em estudos norte-
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americanos, espécies de Candida representam o terceiro principal patdégeno causadores de
infeccbes da corrente sanguinea associadas a assisténcia a salde, que também incluem
Staphylococcus aureus, estafilococos coagulase-negativos e Enterococcus spp., J& em paises
europeus Candida spp. representa o 6° a 10° principal agente de infec¢bes invasivas
(KULLBERG, 2015; McCARTY, 2016).

Nos Estados Unidos, foi relatado que espécies de Candida causam até 22% das
infeccbes da corrente sanguinea associadas aos cuidados de saude com base em dados da
Rede Nacional de Saude e Seguranca. Aproximadamente 50% dos episodios de candidemia
ocorrem em UTI, refletindo a complexidade da doenca geralmente associada a essa infecgéo
(MAGILL, 2014).

As leveduras do género Candida se apresentam como comensais em humanos
colonizando a pele e as superficies mucosas, como as do trato gastrointestinal e trato
urogenital. Além da limitacdo dos nutrientes, essas leveduras estabelecem uma relacdo de
competicdo com as bactérias da microbiota, desta forma, exercem uma pressdo seletiva, o que
resulta na eliminacdo dos microrganismos menos adaptados, tendo entdo um equilibrio entre
as populacdes microbianas nos tecidos colonizados (PAM et al., 2012). Nas alteracdes do
sistema imunoldgico, ocorre um desequilibrio entre 0s microrganismos comensais,
conduzindo a debilidade podendo causar infeccBes superficiais em pessoas saudaveis e
sistémicas graves em pacientes criticos (NETEA et al., 2015).

A candidiase invasiva € uma infeccdo altamente letal associada a taxas de mortalidade
entre 40 e 60% (LEROY et al. 2016). Mohammadi e Foroughifar em 2016, no Ir4,
identificaram espécies de Candida isoladas em amostras clinicas obtidas de diferentes regides
do corpo em pacientes neutropénicos com cancer e constataram que 22 dos 309 pacientes
apresentaram candidiase sistémica, sendo C. albicans a espécie mais prevalente.

E interessante destacar que apesar de serem conhecidas mais de 200 espécies de
Candida, cerca de 20 s&@o reconhecidas como patdgenos humanos. Existe uma variabilidade
geografica, na prevaléncia das espécies de Candida. As cinco espéecies mais comuns séo 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 doenga em populagdes adultas e
pediatricas, mas nas ultimas décadas tem sido relatado um aumento no diagnostico de
candidemia causadas por outras espécies de Candida em ambos os grupos (CASTENHEIRA
et al. 2016).

Em 2013, no Paquistdo, Farooqi e colaboradores relataram a incidéncia de C.

tropicalis, seguida por C. parapsilosis, C. glabrata e C. albicans como agentes em casos de



Andrade, M.C.L. Leveduras clinicas do complexo Candida parapsilosis... 17

candidiase sisttmica em adultos. Estes autores afirmam também, que a idade dos pacientes é o
principal fator para o acometimento da doenga.

Silva e colaboradores em 2015 ressaltaram o envolvimento de varias espéecies de
Candida, como C. albicans e C. parapsilosis responsaveis pelos casos de candidiase invasiva
em recém-nascidos. Além disso, espécies raras tém sido descritas, como C. haemulonii,
considerada um patégeno emergente.

Sutcu et al. (2016) em um estudo realizado na Turquia, identificaram 134 infec¢cbes
sistémicas causadas por Candida spp. em pacientes de UTI pediatrica. 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 infec¢des invasivas também
foi relatada por Trouveé e colaboradores em 2017, ao analisarem dados epidemiol6gicos com
base em 335 casos de candidiase sistémica 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 prevaléncia de Candida
ndo C. albicans na maioria das regides é geralmente determinada por fatores como padrdes de
uso de antiflngico na regido, fatores de risco de pacientes e surtos clonais. Na China, Yang et
al. (2004) relataram 121 episodios de candidemia, onde a proporcdo de espécies Candida
ndo-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 cenario de ndo-surtos. Esta espécie também é
geralmente mais comum entre individuos com idade superior a 60 anos e entre receptores de
transplante de érgdos sélidos (CLEVEND et al., 2015; McCARTY et al., 2016).

Na América Latina, Sul da Europa, india e Paquistio, C. parapsilosis e/ou C.
tropicalis sdo 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 hematoldgicas subjacentes que receberam profilaxia antifingica
com fluconazol (CASTENHEIRA et al., 2016). Entretanto, uma tendéncia global muito
preocupante é o surgimento de C. auris, agente de candidiase invasiva, considerada uma
especie multi-droga resistente (CHOWDHARY et al.,, 2017; CLANCY et al., 2017;
LOCKHART et al., 2017).
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2.1.1 Diagnostico

O diagnéstico rapido e preciso da candidiase invasiva é crucial para que a terapia
antifingica adequada seja iniciada rapidamente (CLANCY et al., 2018). No entanto, o
diagnostico precoce nem sempre é facil. Os sinais e sintomas clinicos para a candidiase
invasiva, frequentemente, sdo inespecificos e esta doenca deve ser suspeitada em pacientes
com fatores de risco conhecidos que tenham uma febre persistente e que ndo respondam ao
tratamento antibacteriano. Febre e leucocitose sd@o 0s principais indicios de uma infecgédo
sistémica, contudo 20% dos pacientes ndo desenvolvem hipertermia e apenas 50% apresentam
leucocitose (PAPPAS et al., 2018). Dessa forma, o diagnéstico da candidiase invasiva €
fundamental para um bom prognostico do paciente, visto que um atraso de um a dois dias no
inicio da terapia antifungica correta esta associado ao aumento da mortalidade (GAREY et al.,
2006, GIOLO e SVIDZINSKI, 2010).

Entretanto, o diagndstico laboratorial da candidiase invasiva representa um desafio. A
coleta de amostras clinicas ideal pode ndo ser possivel, especialmente quando o foco
infeccioso é desconhecido. Em grande numero de casos, procedimentos invasivos de
diagnostico ndo podem ser realizados devido a debilidade clinica que muitos apresentam
(PAPPAS et al., 2018).

O diagnostico laboratorial de micoses baseia-se na observacao da estrutura fangica em
parasitismo através da andlise microscépica direta da amostra bioldgica e na obtencdo e
identificacdo do agente etiolégico em meios de cultura especificos (BACKES et al., 2016). O
exame microscépico direto pode ser realizado com material biol6gico de acordo com a clinica
do paciente e esta andlise pode ser realizada a fresco, com ou sem adi¢do de corante,
clarificante ou contrastante, a depender do material biolégico (OLIVEIRA, 2014). Este
método € considerado o mais rdpido e menos oneroso na realizacdo do diagndstico
laboratorial micologico, todavia um resultado negativo ndo exclui a infecgdo por Candida
(SCHELENZ et al., 2019).

Comumente, os fungos ndo sdo microrganismos exigentes em suas necessidades
nutricionais e facilmente desenvolvem-se em variados meios de cultura sintéticos facilitando
seu isolamento em diferentes condi¢des de incubacdo (KAUFFMAN et al., 2011). O padréo
ouro para o diagnostico de micoses sistémicas causadas por fungos oportunistas é a deteccao
do fungo na cultura de sangue, liquor ou outro material biol6gico de sitio estéril associado aos
sinais clinicos de infec¢do (COUTO et al., 2011). Para candidemia, a hemocultura continua

sendo o padrdo-ouro para o diagnostico, no entanto a sensibilidade deste exame € baixa, cerca
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de 50% a 60% e é positiva em apenas 21% a 71% dos pacientes com candidiase invasiva
comprovada por autopsia, dependendo da frequéncia de amostragem e do volume de sangue
coletado segundo Clancy e colaboradores em 2013.

Durante um episédio de candidemia, o numero de células de Candida circulantes é
geralmente <1 Unidade Formadora de Colbnias (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 tém suas proprias
limitagdes, incluindo a necessidade de procedimentos cirdrgicos invasivos e baixa
sensibilidade (CLANCY et al., 2018).

Testes de diagndésticos realizados sem a necessidade de isolamento em cultura foram
desenvolvidos para deteccdo no sangue de componentes da parede celular fangica, como
manana ¢ B- D- glucano, por imunoensaios, DNA por PCR e anticorpos por sorologia. No
entanto, esses métodos também apresentam limitagcdes como baixa sensibilidade e
especificidade, aléem da necessidade de técnicas elaboradas para realizacdo (CALANDRA et
al. 2016).

2.1.2 Identificacdo de leveduras

O rapido reconhecimento e tratamento da candidiase invasiva sdo relevantes para
reduzir o alto indice de mortalidade, bem como os custos com a internacdo. Portanto, a
determinacdo da espécie é extremamente importante devido aos padrdes de resisténcia
intrinseca (VON LILIENFELD-TOAL et al., 2019). A identificacdo de leveduras é baseada
em analises morfoldgicas e fisioldgicas, uma vez que a macromorfologia ndo apresenta muita
diversidade e, portanto, ndo € um parametro suficiente para identificacdo (COSTA, 2015). As
analises morfofisioldgicas mais comuns para a identificacdo de Candida spp. sdo a analise
morfolégica das células vegetativas crescidas em meio liquido e sélido; formacdo de
pseudomicélio, micélio verdadeiro, clamiddsporo, tubo germinativo; assimilagdo de fontes de
carbono e nitrogénio e a fermentacdo de aclcares (BARNNET et al., 2000; HOOG et al.,
2000). Os métodos fenotipicos tém algumas limitaces e podem néo identificar ou identificar
erroneamente algumas espécies do género Candida, como as espécies pertencentes ao
complexo C. parapsilosis (MARCOS e PINCUS, 2013).
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Diante disto, outros métodos de identificagdo taxonémica tém sido utilizados, como
técnicas moleculares e protedmicas. Os métodos moleculares sdo capazes de identificar as
leveduras em nivel de espécie, contudo sdo técnicas que nem sempre estdo disponiveis em
laboratdrios de diagnostico microbiolégico (MARCOS e PINCUS, 2013). Quanto a analise
protebmica, 0 MALDI-TOF-MS tem sido introduzido no laboratério de microbiologia para
identificacdo répida 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 satisfatorio (>2.0) na identificacdo de C. parapsilosis sensu stricto, C.
orthopsilosis e C. metapsilosis. Fraser et al. (2016) também realizaram a identificacdo de
6328 isolados de leveduras patogénicas utilizando MALDI-TOF-MS. A anélise permitiu a
identificacdo correta de 99,8% dos isolados. No entanto, destacaram a importancia de um
banco de dados adjunto para apoiar os bancos de dados fornecidos comercialmente. A eficicia
da espectrometria de massas também foi comprovada por Stefaniuk et al. (2016) ao
identificarem corretamente pelo MALDI-TOF 98,4% dos isolados em nivel da espécie usando

escores de > 2.000.

2.1.3 Relacdo cancer e infecgdo fungica

O céancer é definido como uma doenca degenerativa de crescimento rapido e anormal
de células defeituosas, que podem se espalhar pelo corpo (metéstase) e aumentar a taxa de
mortalidade (INCA, 2019). Segundo dados de 2018 do Instituto Nacional de Céncer José
Alencar Gomes da Silva (INCA), foi estimado, para o Brasil, no biénio 2018-2019, a
ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer, para cada ano. Essas estimativas refletem o
perfil de um pais que possui os canceres de préstata, pulmdo, mama feminina, colon e reto
entre 0s mais incidentes, mas que ainda apresenta altas taxas para os canceres do colo do
utero, estbmago e eséfago.

Os canceres de préstata (68 mil) e mama (60 mil) foram estimados como 0s mais
frequentes. A excecdo do cancer de pele ndo melanoma, estdo como os tipos de cancer mais
incidentes em homens o cancer de prostata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%),
estdmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%), enquanto que nas mulheres, os canceres de mama
(29,5%), intestino (9,4%), colo do Utero (8,1%), pulméo (6,2%) e tireoide (4,0%) figuram
entre os principais (INCA, 2018).
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Pacientes com cancer apresentam alta probabilidade de desenvolver infeccOes
mucocutaneas e da corrente sanguinea por fungos, sobretudo por espécies de Candida
(ALNUAIMI et al., 2015). Além do aumento da incidéncia global de candidiase invasiva em
pacientes oncoldgicos, a distribuicdo das espécies de Candida em unidades de oncologia
mudou nas Ultimas duas décadas, com o aumento de espécies de C. ndo C. albicans mais
resistentes aos tratamentos. Dentre as espécies mais incidentes, estdo C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis (SLAVIN et al,. 2010).

Dentre os principais fatores predisponentes destes pacientes para desenvolver a
candidiase invasiva estdo a nutricdo parenteral, neutropenia, quimioterapia e terapia
profilatica com antifdngico (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 cancer desenvolverem candidemia, foi observado que a nutrigcdo
parenteral (> 5 dias), uso de cateter urinrio (> 2 dias), quimioterapia, metastase de 6rgédos
distantes e cancer 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 incidéncia de Candida spp. em
pacientes com cancer (malignidades hematoldgicas e tumores sélidos) e candidemia em
associacao 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 incidéncia de C. albicans em pacientes com cancer. Neste estudo, do tipo coorte
retrospectivo estes autores ao analisarem pacientes imunossuprimidos com candidemia
verificaram que em pacientes com cancer, 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
cancer no periodo de 2012 a 2018 em um centro de cancer terciario chinés. 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
ameaca das leveduras pertencentes ao complexo C. parapsilosis para 0s 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 diferencid-la do isolado mais comum, Monilia psilosis,
conhecido atualmente como C. albicans (ASHFORD et al., 1928). Apesar de ser considerada
inicialmente uma levedura ndo patogénica, foi isolada como agente etioldgico de um caso
fatal de endocardite em um usuério de drogas intravenosas em 1940, sendo considerada na
época, como uma introducdo exdgena de C. parapsilosis por meio dos instrumentos méedicos
invasivos e solucdes de hiperalimentacdo (JOACHIM; POLAYES, 1940).

Quando comparada com outras espécies de Candida, esta levedura possui uma
distribuicdo mais ubiqua na natureza. Nao € considerado um patégeno humano obrigatério,
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 espaco sub-ungueal das méos, especialmente em pesquisas
com profissionais da &rea de salde, o0 que sugere potenciais reservatorios e vias de trasmissao
(MENEZES et al., 2018).

Vérios autores relatam a alta incidéncia de C. parapsilosis como agente etiol6gico de
infeccdes fungicas graves. Estudos demonstram que esta levedura representa segunda espécie
mais comumente isolada do sangue de pacientes em paises da América Latina e na Asia
(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, ap0s estudos baseados no Multilocus Sequence Typing (MLST) a levedura
C. parapsilosis foi separada em trés grupos distintos (I, Il e I11), no entanto foram observadas
diferengas genéticas suficientes para designar cada grupo como novas espécies. Os isolados
do grupo | permaneceram como C. parapsilosis stricto sensu e os grupos Il e Il foram
renomeados para C. orthopsilosis e C. metapsilosis, respectivamente. Assim, o complexo C.
parapsilosis passou a ser composto por trés espécies distintas, C. parapsilosis stricto sensu, C.
orthopsilosis e C. metapsilosis (TAVANTI et al., 2005).

Apesar da descoberta de novas técnicas, promover uma identificagdo confiavel e
rapida tem sido um grande desafio para os laboratorios de diagnéstico, especialmente para
agentes etioldgicos morfologicamente e fisiologicamente idénticos como as leveduras do
complexo C. parapsilosis. No entanto, a taxonomia correta & necessaria principalmente para

avaliacdo de fatores epidemioldgicos. Assim, novas metodologias para diferenciacdo tém sido
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estudadas, incluindo a espectrometria de massa por tempo de voo (MALDI-TOF MS) que tem
trazido resultados favoraveis para separacdo das espécies do complexo que condizem com 0s
obtidos por genotipagem (DE CAROLIS et al., 2014).

Dentre as especies do complexo, C. parapsilosis stricto sensu é a espécie mais
comumente isolada de infecgdes fungicas, contudo 1 a 24% desses isolados podem ser, na
verdade, C. orthopsilosis, erroneamente identificado como C. parapsilosis. Analises
retrospectivas baseadas na analise de DNA indicam que C. metapsilosis e C. orthopsilosis
representam 1 a 10% das infec¢des / colonizacGes atribuidas a C. parapsilosis (BONFIETTI
et al., 2012; ROMEO et al.,, 2012). No entanto, C. metapsilosis € um microrganismo
ambiental, raramente isolado de espécimes clinicos e foi verificado que € menos virulento que
C. parapsilosis stricto sensu em varios modelos de infeccdo (GACSER et al., 2007;
TAVANTI et al., 2010).

Trevino-Rangel et al. (2014) em um modelo de infeccdo por larvas de Galleria
mellonella encontraram uma taxa de mortalidade significativamente reduzida nas larvas
infectadas com isolados de C. metapsilosis em comparacdo com larvas infectadas com C.
parapsilosis stricto sensu ou C. orthopsilosis. Por outro lado, um modelo de candidiase
disseminada ndo mostrou diferencas significativas entre as espécies de C. parapsilosis lato
sensu.

Ainda, C. parapsilosis stricto sensu é a espécie responsavel pela grande maioria dos
casos de candidiase invasiva, quando comparada as outras espécies do complexo. Em
microscopia C. parapsilosis lato sensu apresentam células ovais, redondas, ou cilindricas e
quando cultivadas em meio de Sabouraud Dextrose, as colonias apresentam-se de coloragéo
branca, de aspecto cremoso, brilhantes e textura lisa ou enrugada. Ao contréario de C. albicans
e C. tropicalis, que pode exibir multiplas formas morfogenéticas, C. parapsilosis ndo forma
hifas verdadeira, entretanto podem formar pseudomicélio, os quais foram observados por
Laffey e colaboradores em 2005. Evidéncias demonstram que formacéo de pseudohifas por
C. parapsilosis esta relacionada a um conjunto especifico de aminoacidos, particularmente a
citrulina, o que causa mudancas significativas para morfologia celular (KIM et al., 2006).

Além de ameacar pacientes adultos em UTIs, C. parapsilosis representa uma série
de riscos aos recem-nascidos, especialmente aqueles nascidos prematuramente e com baixo
peso ao nascer. Uma meta-anélise de casos de candidiase neonatal realizada por Pammi et al.
(2013) revelaram que C. parapsilosis é responsavel por 33% de todas as doencgas invasivas
por Candida em recém-nascidos e é responsdvel por aproximadamente 80% das infecgdes

invasivas causadas por Candida ndo C. albicans. No Canadd em um estudo de coorte
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retrospectivo utilizando dados coletados pela Rede Neonatal Canadense do periodo 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 colocacdo como agente de
candidemia, como foi demostrado em um estudo de base populacional realizado entre 2008 a
2011 em 41 hospitais do pais (LOCKHART et al., 2012).

Em paises da America do Sul, C. parapsilosis tem sido isolada com alta frequéncia.
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 etiologico 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, TOTH et al., 2019).

No Brasil, Doi et al. (2016) em um estudo multicéntrico realizado em 16 hospitais
distribuidos em cinco regifes do Brasil para avaliar a incidéncia da candidemia no periodo de
2007 a 2010, verificaram que C. parapsilosis (24,1%) representou a segunda espécie de
Candida mais isolada da corrente sanguinea dos pacientes, sendo as neoplasias malignas a
condicdo subjacente mais comum.

Ziccardi et al. (2015) também avaliaram a prevaléncia do complexo C. parapsilosis
em casos de candidiase sistémica no Sudeste do Brasil em dez anos de estudo. Por meio de
técnicas moleculares foi possivel 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 trés hospitais
terciarios, identificaram que 9,5% dos pacientes apresentaram infeccdo sistémica 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 Unica cepa de C. parapsilosis, isolada de cateter. A
observacao de que as cepas podem permanecer no ambiente hospitalar por anos evidencia a
possivel existéncia de reservatdrios e reforca a necessidade de medidas de controle.

Um estudo de Govender et al. (2016) também destaca o aumento da incidéncia de C.
parapsilosis na Africa do Sul, onde esta espécie é responsavel por 35% das infeccdes
invasivas por Candida no setor publico (segundo mais comum) e 50% nos hospitais do setor
privado, superando assim C. albicans. Esta incidéncia aumentada também foi observada no

Japdo, em 10 hospitais universitarios, 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 sdo as espécies de Candida com o maior
aumento em incidéncia desde 1990. Dentre os estudos que avaliam a viruléncia do complexo
C. parapsilosis, observa-se que a C. metapsilosis tem sido a espécie que possui menor
capacidade de invasdo e a menor prevaléncia em infecces humanas, enquanto que C.
orthopsilosis e C. parapsilosis stricto sensu sdo capazes de invadir, colonizar e infectar de
forma mais grave o hospedeiro (TAVANTI et al., 2010).

2.3 FATORES DE VIRULENCIA

A maioria dos patdgenos, incluindo as espécies de Candida, expressam diferentes
fatores de viruléncia, e assim desenvolvem estratégias importantes no processo de patogénese
no hospedeiro (SUCTU et al.,, 2016). Durante algumas décadas as leveduras eram
consideradas participantes passivas do processo de patogénese da infeccdo fungica. Assim, a
debilidade do hospedeiro era considerada Unico mecanismo responsavel para o
estabelecimento da infec¢do oportunista. Atualmente esse conceito vem sendo modificado, e
assim 0 consenso € que esses microrganismos participam ativamente do processo
fisiopatogénico da doenca, utilizando-se de mecanismos de agressdo denominados de fatores
de viruléncia (LAURENCE et al., 2018).

Ha descrito que um nimero expressivo de fatores de viruléncia facilita a patogénese da
candidiase invasiva, como a capacidade do fungo em se aderir as células hospedeiras, emissao
de estruturas filamentosas, formacdo de biofilme, secrecdo de enzimas hidroliticas, incluindo
proteases, fosfolipases, lipases entre outras (PAPPAS et al., 2018).

A identificacdo 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 viruléncia e de
patogenicidade (BRILHANTE et al., 2018). Entdo, raros sdo os estudos disponiveis sobre as
caracteristicas de viruléncia para C. orthopsilosis e C. metapsilosis, dentre estes, um estudo
pioneiro realizado por Géacser et al. (2007) o qual avaliaram as propriedades invasivas do
complexo C. parapsilosis em um epitélio oral humano reconstituido. 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 Aderéncia

A capacidade de aderir firmemente em diferentes superficies, incluindo células do
hospedeiro e superficies abidticas (cateteres intravascular e vesical, valvulas cardiacas e
proteses dentarias) € uma importante caracteristica detectada em algumas espécies de Candida
(DE GROOT et al., 2013; MAYER et al., 2013). Na candidiase, 0 mecanismo de ades&o
durante o processo de patogénese desencadeia uma endocitose e penetracdo ativa das
leveduras nas células do hospedeiro, ocorrendo uma agressao tecidual e maior capacidade de
disseminacdo (MAYER et al., 2013, MODRZEWSKA E KURNATOWSKI, 2015).

A etapa de adesdo é caracterizada como fundamental para a sobrevivéncia dos
microrganismos em hospedeiros humanos, contribuindo como fonte de disseminacdo nos
casos de infeccbes flngicas sistémicas (SARDI et al., 2013; MODRZEWSKA E
KURNATOWSKI, 2015). Assim, a analise in vitro da propriedade de aderéncia das espécies
de Candida pode contribuir para a compreensao do comportamento destes organismos em um
processo de infeccdo especifico, bem como se acredita que a inibi¢do dessa etapa contribua
para a prevencao da infeccdo, como demonstrado em estudos anteriores com varios modelos
experimentais (LIMA-NETO et al., 2011; MENEZES et al., 2013).

A aderéncia é o primeiro passo no processo infeccioso, dando origem a formacéo do
biofilme pelas espécies de Candida em dispositivos médicos implantados no hospedeiro
humano. Tanto a natureza fisico-quimica do biomaterial como a proteina da parede celular do
patdgeno desempenha um papel determinante nesse processo (WILLIAMS et al., 2013;
NUNEZ-BELTRAN et al., 2017). O processo de adesdo é controlado e induzido por varias
cascatas de sinalizacdo celular. A fixacdo inicial de células de Candida é mediada por fatores
inespecificos (hidrofobicidade e forcas eletrostaticas) e promovido por fatores especificos
como adesinas, proteinas presentes na superficie da parede celular fungica que reconhecem
ligantes presentes nas células do hospedeiro, como proteinas, fibrinogénio e fibronectina
(VERSTREPEN E KLIS, 2006).

Um dos grupos de proteinas mais amplamente estudados envolvidos nesse processo
pertence a familia Als (sequéncia semelhante a aglutinina). Apesar de sua importancia
amplamente reconhecida como fatores de viruléncia em C. albicans, informagdes detalhadas
sobre o papel biologico das proteinas Als em outras espécies de Candida sdo incipientes
(GACSER, 2016).

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

Candida é diferente. Este fato explica por que alguns isolados colonizam mais frequentemente
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superficies mucosas do que outros sitios anatdbmicos (SILVA et al., 2011). Adicionalmente
podem ser observadas diferencas de adesdo dentro de cepas da mesma especie, pois a
possibilidade de mudar o proprio fendtipo tem sido descrita em relacdo ao género Candida e
pode modular alguns fatores de viruléncia, inclusive a aderéncia. Entretanto, para varios
autores, 0s mecanismos que possibilitam esta mudanca fenotipica ainda necessitam ser
esclarecidos, é provavel que estejam associados a riqueza de nutrientes e expressao de genes
de adesinas ou de outras proteinas (JACOBSEN et al., 2012).

Yang et al.,, (2014) demonstraram em seu estudo que a interacdo entre celulas
hospedeiras e Candida no processo de infecgdo sistémico desempenham um grande papel na
patogenicidade das espécies de Candida. A endocitose induzida e a penetracdo ativa sdo 0s
dois mecanismos de invasao complementares nos casos de candidiase sistémica.

Em 2013, Menezes e colaboradores avaliaram a capacidade de adesdo de 118 isolados
clinicos 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 aderéncia,
sendo as cepas de C. tropicalis as que apresentaram maiores niveis de adeséo.

Lima-Neto e colaboradores em 2011 correlacionaram a capacidade de aderéncia em
cepas de C. albicans e C. parapsilosis as células epiteliais bucais humanas, mostrando que a
diferenca individual entre as linhagens estava relacionada com um alto teor de residuos de a-I-
glicose na superficie celular, evidenciando que os carboidratos ou glicoconjugados da
superficie celular desempenham papéis criticos em muitos processos celulares fundamentais,
como interac@es célula-célula e microrganismo-célula hospedeira.

O primeiro estudo de grande escala comparando a adesdo 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 adesdo de 143,7% ao material acrilico
(PANAGODA et al. 2001). Em contraste, outros estudos menores atribuiram uma tendéncia
de 80% a 95% de adesdo para C. albicans a células epiteliais versus C. parapsilosis,
respectivamente. No entanto, estes estudos usaram apenas um unico isolado de C.
parapsilosis, tornando a relevancia de suas descobertas questiondvel (KING et al., 1980;
BARRETT-BEE et al., 1985). Ademais, o grande nimero de células aderentes de C.
parapsilosis relatado anteriormente pode ser um resultado de co-aderéncia entre as células de
levedura que causam agregados de superficies epiteliais, um traco observado mais
frequentemente para C. parapsilosis do que para C. albicans. Além disso, hd uma variagdo
intra-espécies significativas na aderéncia. Embora o resultado ndo tenha sido estatisticamente

significativo, os isolados obtidos de lesbes superficiais de C. parapsilosis tiveram 51,5%
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maior avidez pelas células epiteliais bucais do que isolados agentes de infeccbes sistémicas
(PANAGODA et al., 2001). Além disso, as cepas de C. parapsilosis com patogenicidades
semelhantes num experimento de infecgdo vaginal variou na capacidade em aderir ao material
acrilico (CASSONE et al., 1995).

A correlacdo entre o local de isolamento e a taxa de adesdo também tem sido
observada, pois os isolados mucocutaneos de C. parapsilosis expressam um perfil de maior
adesdo (SILVA-DIAS et al., 2015).

2.3.2 Morfogénese

Os fungos desenvolveram outros mecanismos, além da capacidade de aderéncia, para
causar doencas, que dependem principalmente de sua capacidade de desenvolver transicdes
morfolégicas. O fendbmeno de morfogénese é descrito como a transicdo entre células
unicelulares de leveduras (crescimento isotrépico) e formas filamentosas como hifas ou
pseudohifas (crescimento apical) (GOW et al., 2011).

A morfogénese fangica estd envolvida nos processos necessarios para adaptacdo e
invasdo do hospedeiro. Acredita-se que a transicdo de levedura a hifa seja importante no
estabelecimento da infeccdo, uma vez que mutantes incapazes de formar hifa sdo atenuados
em viruléncia em camundongos. O desenvolvimento de hifas ou pseudo-hifas tem sido
associado a viruléncia 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 modificagbes celulares (como
alteracdes do ciclo celular, crescimento polarizado e aumento da pressdo na ponta do
filamento) e expressdo de genes especificos da hifa, sendo a transformacdo morfoldgica
geralmente associada a alteragbes na estrutura da parede celular. Durante a transicdo de
crescimento de levedura em filamento, proteinas e adesinas de superficie celular especificas
s80 expressas e essas proteinas com capacidade de adesdo favorecem que as hifas apresentem
maior capacidade de aderir aos epitélios e endotélios do que os blastoconidios, o que é
importante para entender como a filamentacdo contribui para a adesdo e disseminagéo
(SUDBERY et al., 2011; KOZIK et al., 2015; LIN et al., 2019).

A formacgédo de hifas foi caracterizada principalmente em C. albicans a mdltiplos
estimulos in vitro, como crescimento a 37 °C, soro de mamifero, 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 viruléncia. Embora em termos de captagédo, as
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células fagociticas do hospedeiro ndo diferenciem as formas de levedura e pseudohifas,
pseudohifas de C. parapsilosis sdo mais resistentes a morte por macrofagos e induzem niveis
mais altos de dano celular in vitro, contribuindo para a patogenicidade da espécie (NEMETH
etal, 2013, TOTH et al., 2014).

Ainda, Kim e colaboradores (2006) descreveram que isolados de C. parapsilosis
sofrem mudancas drasticas na morfologia celular e de col6nias em resposta a um subconjunto
especifico de aminoacidos. Neste estudo, os autores observaram que a morfogénese mediada
por aminoacidos ndo requer transporte atraves da membrana plasmatica. Isso indica que 0s
aminoacidos podem ser reconhecidos por receptores de membrana que ativam as vias de

transducéo de sinal que controlam a diferenciacao celular.

2.4 TERAPIA ANTINFUNGICA

O aumento da incidéncia de patdgenos resistentes a drogas e a toxicidade de
compostos antifingicos existentes atraem constantemente a atencdo para o estudo de novos
produtos antimicrobianos. Ainda, o pequeno numero de medicamentos disponiveis para o
tratamento das infec¢des fungicas, a maioria dos quais sdo fungistaticos, incentivam a procura
de tratamentos alternativos (SILVA et al., 2015).

Apesar de haver disponiveis no mercado agentes antifungicos, mais ativos e menos
toxicos além do uso de profilaxia antifingica, a candidiase continua sendo associada a altas
taxas de mortalidade (KRIENGKAUYKIAT, ITO, DADWAL, 2011). Neste contexto, a
resisténcia antiflngica permanece crescente, conduzindo a falha terapéutica e
consequentemente dificuldade no combate a infeccBes invasivas por espécies de Candida. A
resisténcia clinica frequentemente esta associada a Concentracdes Inibitorias Minimas (CIMs)
elevadas, sendo as principais causas de esquema terapéutico ineficaz a utilizacdo de doses
inadequadas, interacfes medicamentosas e neutropenia grave (LIM et al., 2012).

As drogas antifungicas utilizadas atualmente estdo agrupadas em trés classes distintas,
conforme o seu alvo celular e mecanismo de acdo para inibir ou cessar o crescimento fangico
(SARDI et al., 2013; PATIL et al., 2015). Dentre os grupos, estdo: os polienos, representados
principalmente pela anfotericina B e suas formulacgdes lipidicas; os triazolicos, sendo seus
agentes o fluconazol, voriconazol, itraconazol, posaconazol e 0 mais recente isavuconazol; e
as equinocandinas, representadas pela caspofungina, anidulaungina e micafungina (PAPPAS
etal., 2018).
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A selecdo de um medicamento antifingico para tratamento inicial deve ser baseada na
exposicao ou intolerdncia prévia do paciente a um agente antifungico, gravidade da doenca,
comorbidades relevantes e envolvimento do cérebro, valvulas cardiacas e/ou 6rgdos viscerais.
O conhecimento das principais espécies de Candida e dados sobre o perfil de suscetibilidade
em uma unidade clinica especifica também devem ser considerados (PAPPAS et al., 2018).

Ainda, o arsenal limitado de antifingicos esta ameacado pelo desenvolvimento de
cepas de fungos multirresistentes e pelo surgimento de patdgenos intrinsecamente resistentes
(REVIE et al., 2018).

2.4.1 Polienos

Os polienos pertencem a uma classe de antifungicos naturais produzidos por espécies
de Streptomyces, sendo representado principalmente pela anfotericina B. Este farmaco 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 anfipatica que possui uma regido hidrofilica e uma
regido hidrofdbica, tornando-a insolivel em meios aquosos. Normalmente, a anfotericina B €
administrada por via intravenosa, com um agente solubilizante como o deoxicolato de sodio.
Essa combinacdo é a formulacdo mais utilizada na préatica clinica para o tratamento de
infeccdes fungicas, desde 1958, especialmente em paises em desenvolvimento (KLEINBERG
et al., 2006; MESA-ARANGO et al., 2012).

Por possuir amplo espectro de agdo contra fungos dimorficos, filamentosos e
leveduras, a anfotericina B é utilizada para a maioria das infec¢cdes sistémicas, entre elas,
candidiase invasiva, aspergilose e criptococose (BROOKS, 2012). O mecanismo de acdo da
anfotericina B pode ser dividido entre efeitos diretos sobre a membrana celular e efeitos
intracelulares de inducgédo de estresse oxidativo (FALCI et al., 2015). O efeito na membrana
baseia-se na sua interacdo com o ergosterol, um esteroide essencial da membrana celular dos
organismos flngicos, e de alguns protozoéarios (género Leishmania e amebas) (LEMKE et al.,
2005). A estrutura poliénica da molécula forma complexos com o ergosterol, causando a
formagdo de poros na membrana que resultam em perda de sua integridade e rapido
extravasamento de potassio e outros ions, ocasionando a morte celular (ANDERSON, 2014).
No entanto, o sequestro do ergosterol pelas moléculas de anfotericina B também resulta em

efeito toxico para as células do patdgeno, visto que o ergosterol € essencial para multiplos
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processos celulares, como endocitose, fusdo de vactolos e estabilizacdo de proteinas da
membrana (PAPPAS et al., 2010).

Outro mecanismo de acdo importante € a indugdo do estresse oxidativo. Evidéncias
iniciais mostravam que o efeito sobre a membrana ndo parecia ser 0 Unico mecanismo pelo
qual a molécula exercia suas propriedades farmacoldgicas. Estudos demonstraram que a
anfotericina B induz o estresse oxidativo celular e 0 aumento na formagao de radicais livres
(LEMKE et al., 2005).

Ademais, a anfotericina B apresenta varios efeitos adversos, o que faz com que 0 uso
seja limitado. A nefrotoxicidade é o principal efeito colateral deste farmaco que apesar de
reversivel na maioria dos casos, ocasiona reducdo permanente da funcdo renal (BROOKS,
2012). Com o objetivo de diminuir a toxicidade da formulacdo convencional da anfotericina B
(desoxicolato), diversas formulacGes lipidicas deste composto (lipossomal, complexo lipidico,
dispersdo coloidal, intralipidica e conjugada) encontram-se atualmente disponiveis para o
tratamento de candidemia, apresentando menor toxicidade quando comparadas a anfotericina
B desoxicolato (PFALLER et al., 2010). Embora as formulacdes lipidicas tenham reduzido a
nefrotoxicidade, a anfotericina B ndo é mais comumente utilizada em adultos para candidiase
invasiva, exceto casos de endocardite (ADLER-MOORE et al., 2016).

Entre os isolados de Candida, a ocorréncia de resisténcia secundéria & 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 periodo de 10 anos durante
um estudo retrospectivo realizado em uma UTI da Franca. No entanto, alguns casos de
resisténcia a terapia com anfotericina B tém sido documentados (AHMAD et al., 2019;
MENDEZ-TOVAR et al., 2019). Essa resisténcia aos polienos em Candidatem sido
associada a inativacao de proteinas essenciais na biossintese de ergosterol, levando a deplecéo

do mesmo e a formac&o de outros esterdis (JENSEN et al., 2015).

2.4.2 Azolicos

Os antifangicos azolicos sistémicos foram introduzidos no mercado na década de 80
como drogas alternativas para o tratamento das micoses invasivas, principalmente em 45
individuos debilitados, cujo tratamento com anfotericina B n&o era possivel devido a elevada
toxicidade (AKINS, 2005). Esses antifungicos apresentam acgdo fungistatica atuando na
inibicdo do crescimento celular. Os azdlicos sdo caracterizados por um anel pentagonal na

estrutura molecular, o qual contém trés atomos de carbono e dois de nitrogénio
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(imidazolicos), ou dois de carbono e trés de nitrogénio (triaz6licos). O mecanismo de acdo
esta associado a inibicdo do citocromo P450 fungico, através da desmetilagdo do 14-alfa-
lanosterol, com consequente diminuicdo do ergosterol celular e comprometimento da
integridade da membrana celular fingica (MARGOTTO, 2012).

Quatro compostos azolicos estdo disponiveis para o tratamento de doencas fungicas
invasivas: itraconazol, fluconazol, voriconazol, ravoconazol e posaconazol. Para candidiases
sistémicas destaca-se o fluconazol e o voriconazol (PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

Os triazodlicos sdo antifungicos totalmente sintéticos, constituindo a maior classe de
agentes antifingicos e apresentam ampla atividade contra a maioria das espécies de Candida.
Alem disso, este grupo de antifingicos é bem tolerado, tem interagdes medicamentosas
previsiveis e podem ser administrados como agentes sistémicos 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 disponiveis em 2003, e agora € um agente de segunda linha para
terapia inicial na maioria dos casos. E importante ressaltar que a terapia com azélico é
priorizada em situacdes clinicas especificas, como endoftalmite, meningite e candidiase do
trato urinario, nas quais as equinocandinas ndo atingem concentracdes suficientes, visto que
as equinocandinas ndo passam suficientemente a barreira hematoencefélica e ndo séao
excretadas na urina (PAPPAS et al., 2018). No entanto, em partes do mundo com recursos
limitados e baixa prevaléncia de resisténcia ao azol, o fluconazol continua sendo o tratamento
inicial padrdo para pacientes com candidiase invasiva. Contudo, o fluconazol deve ser
considerado como terapia de primeira linha com cautela, devido aos dados recentes relativos
ao aumento da resisténcia ao fluconazol, particularmente entre regides onde C. auris €
prevalente (CHOWDHARY et al., 2017).

As taxas globais de resisténcia ao fluconazol variam entre 2 e 5% (PFALLER et al.,
2015), e uma revisdo que avaliou 6.023 isolados revelou uma taxa geral de resisténcia ao
fluconazol de 3,4% (WHALEY et al., 2016). A resisténcia do azol tem sido bem associada ao
uso prévio ou atual de fluconazol (ZHANG et al., 2015), e a resisténcia pode se desenvolver
mesmo com a exposicdo a antibidticos sistémicos e o consumo de alimentos expostos a
pesticidas (BEN-AMI et al., 2012; VAEZIA et al., 2018).

A resisténcia aos azolicos esta bem documentada em C. parapsilosis. Apesar da
preocupacdo com uma predisposicao genética a resisténcia as equinocandinas, os estudos com
culturas de Candida mostram que a resisténcia ao azol ocorreu mais comumente do que a nao

suscetibilidade a equinocandina. Neste estudo, das 122 cepas de C. parapsilosis, 9,8% eram
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resistentes ao fluconazol, enquanto 3,2% eram resistentes as equinocandinas (MELETIADIS
et al., 2017). Na América Latina, as taxas observadas de resisténcia ao fluconazol por C.
parapsilosis tém variado de 0 — 26,9% (GONCALVES et al., 2016).

2.4.3 Equinocandinas

As equinocandinas sao lipopeptideos semissintéticos com estrutura quimica de
hexapeptideos ciclicos ligados a uma cadeia lateral de &cido graxo. Compdem uma nova
classe de antifungicos que atuam em nivel de parede celular, por inibicdo especifica do (1,3)-
B-D-glucana sintase, um complexo enzimético que forma polimeros glucano, um dos
principais componentes da parede celular dos fungos. Como os mamiferos ndo possuem
parede celular, o risco de toxicidade € menor em relacdo aos polienos e azolicos e apresentam
excelente atividade fungicida contra a maioria das espécies de Candida. As equinocandinas
sdo eficazes, seguras e tém interacbes medicamentosas muito limitadas; no entanto, eles
requerem administracdo intravenosa (VIEIRA et al., 2017).

Esta classe de antifingicos compreendem a caspofungina, micafungina e
anidulafungina, as quais sdo atualmente recomendadas como terapia empirica de primeira
linha para pacientes com candidiase disseminada suspeita ou comprovada (PAPPAS et al.,
2016). Cada agente dessa classe foi eficaz em aproximadamente 70 a 75% dos pacientes em
ensaios clinicos comparativos randomizados (VAZQUEZ et al., 2014). Uma analise de sete
ensaios clinicos randomizados em larga escala que compararam o tratamento para candidiase
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 azolico ou anfotericina B (ANDES et al., 2012).

Dois estudos randomizados compararam diretamente uma equinocandina com um
azolico 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 comparagdo com a
caspofungina (71%) (KULLBERG et al., 2016).

Devido ao perfil terapéutico e os niveis de seguranca favoraveis, o uso de
equinocandinas em pacientes criticos tem exibido um rapido aumento e existem diretrizes
para administracdo destes medicamentos como tratamento primario para candidiase invasiva.

No entanto, este recente aumento do uso de equinocandinas tem levantado temores sobre o
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surgimento de resisténcia. Estudos mostram uma menor susceptibilidade a estes farmacos por
algumas espécies de Candida, a exemplo de C. parapsilosis e C. guilliermondii (TOTH et al.,
2019).

Alexander e colaboradores (2013) registraram taxas variaveis de resisténcia adquirida
a equinocandina entre espécies de Candida em ambientes onde essas classes de antifungicos
sdo cada vez mais usadas. Apesar da resisténcia a equinocandinas ser incomum em C.
albicans (<1%), C. tropicalis (<5%) e C. krusei (<7%), C glabrata é responsavel por maiores
taxas de resisténcia (cerca de 13% em alguns centros) (MAUBON et al., 2014).

Elevadas Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) para equinocandinas sao
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 a caspofungina e susceptivel dose
dependente ao itraconazol e dois outros isolados de C. orthopsilosis foram susceptiveis dose
dependentes ao fluconazol e itraconazol. Além disso, um isolado de C. metapsilosis também
foi dose dependente aos azdlicos. 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
resisténcia a azoélicos contra cepas de C. metapsilosis (ATAIDES et al.,, 2015. Em
contrapartida, as infecgBes por estas espécies apresentam resposta in vivo quando tratadas com
equinocandinas, mesmo no apresentando susceptibilidade in vitro (CORTES E RUSSI,
2011).

2.4.4 Limoneno

O limoneno, 4-isopropil-1-metil-ciclo-hexeno, faz parte da familia dos terpendides, 0s
quais possuem estrutura tipica e podem ser classificados de acordo com o numero de carbonos
da seguinte forma: hemiterpenos (C5); monoterpenos (C10); sesquiterpenos (C15); diterpenos
(C20); sesterpenos (C25); triterpenos (C30); tetraterpenos (C40) e acima o0s polimeros
(TIRAPELLLI et al., 2008). O limoneno é classificado como um monoterpeno monociclico e
faz parte da estrutura de mais de 300 plantas como laranja, liméo, tangerina, toranja e varias
outras plantas (SUN et al., 2007; SHU-SHENG et al., 2013).

Este composto € uma molécula quiral, estando disponivel na natureza em ambas as
formas enantiométricas R(+)-Limoneno e S(-)-Limoneno e sdo o0s mais abundantes

monoterpenos na natureza. L- Limoneno € 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
6leos das cascas de limdo e laranja e do 6leo essencial de alcaravia, atuando na prevencédo da
desidratacdo e na inibicao de crescimento microbiano nos vegetais (DEMYTTENAERE et al.,
2001).

Nos o6leos essenciais dos citricos em geral, 0 D-Limoneno é seu componente mais
expressivo, atingindo concentragdes de 90 a 96%. Esse composto € um liquido incolor, volatil
e oleoso naturalmente encontrado nas cascas de, principalmente, frutas citricas, e €
responsavel pelo forte odor caracteristico destas frutas (ESPINA et al., 2011).

Além de ser ativo contra diversos tipos de cancer, o limoneno tem se mostrado um
excelente redutor de populagdo de microrganismos, sobretudo, os fungos. Em vérios estudos,
0 Limoneno apresenta diversas atividades farmacologicas, tais como: atividade
antimicrobiana do 6xido e aminas do limoneno, bem como Oleos essenciais contendo
limoneno (KIM et al., 1995), atividade antifingica do analogo sintético, do Oxido de
limoneno (BELETTI et al., 2004) e do dleo essencial, atividade antitumoral do limoneno, do
oxido 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 antiparasitaria (ROSA et al., 2003; ANTHONY et al., 2005).

Mazzanti et al. (1998) determinaram a ag&o antimicrobiana eficaz do Limoneno frente
a Bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus e & isolados de C. albicans, C. krusei e C.
tropicalis.

Viriato et al. (2014) ao analisarem 15 substancias da classe dos terpendides,
verificaram que o R-(+)limoneno apresentou atividade antifungica em todas as espécies de
Candida testadas, com CIM de 46,87 pg/mL para C. krusei e C. guilliermondii; 93,75 pg/mL
para C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis; 375 pg/mL para C. albicans, C.
dubliniensis e C. tropicalis.

Segundo Romero et al. (2012) a inibicdo de microrganismos por 0leos essenciais pode
ocorrer por diferentes mecanismos de acdo. Os efeitos toxicos na estrutura e funcdo da
membrana celular tém sido utilizados para explicar a agdo antimicrobiana dos 6leos essenciais
e de seus componentes isolados. Esses efeitos estdo associados ao carater lipofilico dos
constituintes dos Oleos essenciais, que sofrem particdo da fase aquosa para dentro da
membrana celular. Isto conduz a expansdo da membrana, aumento da fluidez e da
permeabilidade da célula, permitindo a liberagdo dos componentes intracelulares vitais a

sobrevivéncia do microrganismo.
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Contudo, alguns estudos sugerem que a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais pode
ser consequéncia da inativagdo de enzimas, incluindo aquelas envolvidas na producdo de
energia e na sintese de componentes estruturais do microrganismo, além da destruicdo ou
inativacdo de material genético (ROMERO et al., 2012).

Thakre e colaboradores em 2018 ao analisarem a ac¢do 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 polimeros provenientes dessas fontes naturais sdo materiais de grande
interesse, uma vez que apresentam baixa toxicidade, menor quantidade de formacdo de
residuos durante a fase de sintese e baixo custo de producdo e processamento (THAKRE et
al., 2018). O limoneno é descrito como um dos principais constituintes do 6leo citrico e o
terpeno mais usado na industria de alimentos e bebidas devido a sua agradavel fragrancia,
auséncia de toxicidade, e geralmente é reconhecido como agente aromatizante seguro, bem
como opcao de tratamento em muitas doencas gastrointestinais.

Su e colaboradores (2007), afirmaram que o consumo de doses diarias deste terpeno
por mais de um ano em humanos, apresentou baixissima 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 candidiase invasiva em pacientes oncoldgicos,
caracterizar quanto ao potencial de viruléncia, leveduras clinicas do complexo Candida
parapsilosis recém-isoladas e estocadas na Colecdo de Culturas Micoteca URM, bem como

avaliar a acdo antiviruléncia e antifingica do D-Limoneno frente aos isolados do complexo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a incidéncia de candidiase invasiva em portadores de neoplasias malignas;

- Autenticar taxonomicamente os isolados de leveduras por técnica protedbmica;

- Caracterizar os isolados clinicos do complexo Candida parapsilosis quanto a morfogénese;

- Avaliar os isolados clinicos do complexo Candida parapsilosis quanto a capacidade de
aderéncia as células epiteliais;

- Verificar a agdo in vitro do D-Limoneno como bloqueador da morfogénese das leveduras do
complexo C. parapsilosis;

- Verificar a acdo in vitro do D-Limoneno como bloqueador da capacidade de aderéncia das
leveduras do complexo C. parapsilosis;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do D-Limoneno e antifungicos

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

4.1 COMITE DE ETICA

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Pernambuco. Apds aprovacdo (CAAE 88376918.0.0000.5208),
foram iniciadas as coletas de amostras clinicas de pacientes com suspeita de candidiase
invasiva. Foi diagnosticado a candidiase invasiva em pacientes criticos com diversas doencas

de base, no entanto foram incluidos no estudo, apenas 0s pacientes oncoldgicos.

4.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL MICOLOGICO

4.2.1 Obtengdo das amostras clinicas

As coletas foram realizadas de acordo com a solicitacdo médica em pacientes com
suspeita de leveduroses internados em um hospital publico na cidade de Recife-PE. As
amostras clinicas foram compostas por sangue, liquido cefalorraquidiano e secre¢des. Estas
foram coletadas por profissionais de satde do referido hospital e, posteriormente conduzidas
ao Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal de Pernambuco, para o

diagnostico laboratorial micologico.

4.2.2 Realizacdo do diagnéstico micolégico

Apbs a obtencdo das amostras foram preparadas laminas sem adi¢do de corante ou
clarificante e, quando necessario, coradas com Giemsa. Concomitantemente, as amostras
clinicas foram semeadas em duplicata na superficie do meio &gar Sabouraud (DIFCO)
adicionado de 50mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri, mantidas a temperatura de
30°C e 37°C por até 15 dias. Apds o surgimento das colbnias, estas foram purificadas e

identificadas por meio da espectometria de massa MALDI-TOF.

4.2.3 Obtengdo e autenticacdo taxondmica dos isolados de leveduras

Foi avaliada a viabilidade e realizada autenticagdo taxondmica seguindo os protocolos

propostos por Putignani et al. (2011) e Veen et al. (2010) de 40 isolados de leveduras clinicas
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do Complexo Candida parapsilosis (C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C. metapsilosis)
depositados na Colecdo 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 superficie do meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar contido em placas de
Petri mantidas a 30 C por até trés dias. Apds esse periodo foi avaliado se houve crescimento

das culturas.

4.2.5 Autenticacdo taxondmica

Os isolados foram submetidos a andlise direta por espectrometria de massa (MALDI-
TOF Autoflex 111 Bruker Laser nd:yag smartbeam, Bruker Daltonics Inc., USA/Germany).

O cultivo e manutencdo 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 &gar Luria-Bertani (LB). Trichophyton rubrum foi cultivado
em YEPD e incorporado nas andlises com um controle externo. IncubagBes foram
padronizadas em 20h e as linhagens se desenvolverdo aerobicamente a 37°C. Todas as
culturas foram analisadas antes do uso quanto a pureza e foram novamente repicadas pelo
menos uma vez antes da analise pelo MALDI TOF IMS.

Fragmento de células (cerca de 50 ug) foi diretamente transferido do meio de cultura
para os 48 anéis da placa. Imediatamente, foi adicionado sobre todas as amostras de leveduras
0,5 pL de acido formico a 25% e misturado levemente com o material biologico. Apos a total
evaporacao do meio liquido, foi adicionado 0,5 pL da solugdo matrix (75 mg/mL de 2,5-4cido
dihidroxibenzéico [DHB] em etanol/agua/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de acido
trifluoroacético [TFA]) e levemente misturado. Para E. coli a adi¢do da solucdo matrix foi
realizada sem tratamento prévio com acido férmico.

Todas as amostras foram cristalizadas em temperatura ambiente (28 + 2 °C). Cada
amostra foi transferida em duplicata para testar a reprodutibilidade. Durante as analises todas
as solucdes foram preparadas e estocadas a +5 °C (PUTIGNANI et al., 2010; VEEN et al.,
2010).

Os espectros para determinagdo do perfil protéico dos isolados foram obtidos através
de um laser de nitrogénio (337 nm), onde a intensidade do laser foi ajustada ligeiramente
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acima do limiar para a producéo de ions. E. coli DH5a com valores conhecidos de massa das
proteinas ribossomais foi usada para calibragdo. A variacdo 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 identificagdes finais foram alcancadas. Identificacdo através do

software SARAMIS™ foi baseada apenas na presenca ou auséncia de cada pico no espectro.

4.3 CARACTERIZACAO QUANTO A VIRULENCIA DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS
DO COMPLEXO C. parapsilosis

4.3.1 Ensaio da morfogénese

O ensaio foi realizado seguindo Chaves et al., (2007) na presenca e auséncia do D-
Limoneno, no qual as células de leveduras do complexo C. parapsilosis foram crescidas
“overnight” em meio NGY (30°C - 100rpm). A absorbancia da densidade Optica do
crescimento foi determinada em espectrofotdbmetro a 600nm. O valor da absorbancia obtido
na leitura das amostras estava compreendido entre 0,8 e 1,2 0 que corresponde a uma
concentracdo aproximada de 2x10® células/mL. As células de leveduras foram padronizadas
para 1x10° células/mL, o que corresponde a 50pul do crescimento compreendido entre 0,8 ¢
1,2 de absorbancia.

Para a inducdo do tubo germinativo, o volume total da suspensdo de leveduras foi
inoculado em caldo YPD e incubadas sob agitagdo mecanica a temperatura de 37 °C a
100rpm, por um periodo de 1h e 3h de incubag&o para posterior leitura microscépica.

Nas amostras retiradas com 1h de incubagdo foram observadas 100 leveduras em
microscopia optica (400x de magnificacdo; CX21, Olympus) para a determinacdo da
porcentagem da formacéao de tubos germinativos. Para as amostras incubadas por um periodo
de 3h, as células também foram observadas da mesma forma previamente descrita, para o
calculo do indice de morfologia. Para as células esféricas de leveduras que apresentavam
morfologia de blastoconidio foi atribuido o valor IM=1, células apresentando diametro com o
dobro do comprimento, IM=2, células com aparéncia de pseudo-hifas, IM=3 e hifas longas de
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lados paralelos, I.M=4. Para a determinacdo do indice de morfologia foi empregada a

férmula;

.M = (N°IM1x1) + (N° IM2 x2) + (N° IM3 x 3) + (N° IM4 x4)
100

4.3.2 Ensaio da capacidade de aderéncia das leveduras as células epiteliais

Os testes de aderéncia foram realizados na presenga e auséncia 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 sdo e isento de caries. Em
todas as etapas relacionadas aos testes de aderéncia foi utilizado o tamp&do Phosphate Buffered
Saline - PBS (NaCl 8g/L; KCI 0,2g/L; Na2HPO3 1,44g/L, KH2PO4 0,24 g/L, pH 7,2). As
suspensdes celulares obtidas foram mantidas em banho de gelo, a fim de evitar alteracdes
celulares.

Cultivo das amostras

12 Etapa: Os isolados de Candida foram semeados no meio &gar Sabouraud adicionado de
0,5% extrato de levedura e mantidos a temperatura de 30°C durante 72h. Apo6s este periodo, as
células de leveduras foram suspensas em 2ml de PBS contidos em tubos de ensaio,
centrifugadas trés vezes a 1.580 rpm por 10 minutos e ressuspendidas para uma concentracdo
final de 2 x 10" cels/mL.

A remocao das células epiteliais foi realizada através de suave escarificagdo da mucosa
da cavidade oral com auxilio de swab e, em seguida, foram suspensas em 7ml de PBS contidos
em tubos de ensaio, centrifugadas trés vezes e ressuspendidas para uma concentracao final de 4
x 10%cels/ml.

Depois de lavadas, as células de leveduras e as células epiteliais foram examinadas
quanto a viabilidade e integridade para avaliacdo de possiveis alteracbes em funcdo das

lavagens.

2% Etapa: Apo0s a obtencdo das suspensfes de culturas de Candida e das células epiteliais da
cavidade oral foi procedida mistura e homogeneizacdo. Em seguida, agitadas durante duas
horas, sendo posteriormente, realizada a microscopia, através de preparacdo em lamina com
azul de metileno. Os resultados foram expressos pela média aritmética de dez campos

observados onde serdo avaliadas 100 celulas epiteliais com relacdo a percentagem de sua area
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superficial aderidas pelas leveduras e graduada como forte aderéncia (F) para adesao entre 50%
a 100% da é&rea de superficie, fraca aderéncia (f) para adesdo até 49% e sem aderéncia visivel

(0).
4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Foram utilizados os antifangicos padrbes anfotericina B, fluconazol, anidulafungina,
caspofungica e micafungina e o D-Limoneno para testes de sensibilidade antifingica seguindo
0 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 sédio, pH 7,0 = 0,1, com &cido morfolino propano sulfonico (MOPS; 0,165 mol.L™:;
Sigma-Aldrich). Concentragdes diferentes dos antifungicos foram preparadas de acordo com o
documento.

As leveduras foram mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e incubadas a
35 °C. As suspensdes dos isolados foram preparadas em solucdo salina, e sua densidade
ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitancia utilizando um
espectrofotébmetro a 530nm. O volume do in6culo foi ajustado para 5,0 mL de solucédo salina
esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma concentracdo de 2-5x10°
cels/mL.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulacdo planas de 96
pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O in6culo foi adicionado aos pocos com as drogas a serem
testadas nas concentragbes de 0,03 a 16ug/mL para anfotericina B, anidulafungina,
caspofungica e micafungina, 0,125 a 64 pug/mL para fluconazol e 2 a 1024 pg/mL para o D-
limoneno, e as placas foram incubadas a 35°C durante 24 e 48horas.

As Concentragdes Inibitérias Minimas (CIMs) foram determinadas com inibigéo
>50% (para fluconazol, em comparacdo ao poco controle) ou até 100% em relacdo ao poco

controle para anfotericna B, equinocandinas e D-Limoneno.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes a producdo e tratamento de tubo germinativo foram analisados
estatisticamente pelo ANOVA e teste de Teste de Tukey, com o nivel de significancia de P
<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 ARTIGO 1 - GRANDE VEGETACAO FUNGICA EM PROTESE AORTICA
DEVIDA A Candida parapsilosis: UMA APRESENTACAO INCOMMON

Artigo Publicado na Revista Mycopathologia.
Qualis A4, Fator de Impacto 2,278

Resumo: Relatamos o caso de uma mulher com diagnostico de endocardite fangica atipica. A
paciente apresentava uma grande vegetacdo moével formada por Candida parapsilosis,
encontrada em sua valva adrtica. A paciente foi tratada com fluconazol/anfotericina B, no

entanto, ndo respondeu bem ao tratamento, evoluindo para morte.
Keywords: Candida sp.; Cancer; Endocardite infecciosa.

Texto

A endocardite é uma doenca infecciosa grave com alta taxa de mortalidade. Os casos
decorrentes de Candida sdo uma apresentacdo incomum que representam apenas 1% a 2% de
todos os episddios de endocardite infecciosa, sendo C. albicans a mais relatada. A endocardite
fangica também estd associada a C. parapsilosis, um agente infeccioso associado a
dispositivos vasculares devido a capacidade de formar biofilme em dispositivos médicos.
Relatamos aqui um caso incomum de uma mulher de 64 anos com diagndstico de grande
vegetacdo fungica formada por C. parapsilosis em sua protese adrtica. A paciente com
valvula aortica bioprotética implantada ha nove anos e meio, com histéria prévia de cancer do
colo do Utero e que recebeu alta ha dois anos apo6s concluir o ultimo ciclo de radioterapia,
procurou um servigo hospitalar com queixas de dispnéia progressiva, ortopnéia, e dispnéia
noturna paroxistica com hospitalizacdo necessaria. Inicialmente, foi realizado um
ecocardiograma mostrando disfuncéo da proétese aortica devido a sinais de ruptura do folheto
e insuficiéncia mitral. A paciente apresentou picos de febre, ap6s 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° dia da internacéo, foi realizado um
ecocardiograma transesofagico, revelando disfuncdo da protese bioldgica com sinais de
ruptura de folheto, regurgitagdo transprotética e presenca sugestiva de vegetacdo.
Posteriormente, a terapia antifingica foi imediatamente alterada para anfotericina B (20mg,

dia) e foi necessaria a substituicdo da valvula. No entanto, nenhuma melhora clinica ocorreu
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apos catorze dias e outro ecocardiograma transesofégico foi realizado, mostrando uma grande
massa movel (tamanho de 2, 11cm por 1, 6¢cm) localizada na valvula aortica, caracteristica da
vegetacdo fungica (Fig. 1A, B). Apds essa descoberta, a paciente foi submetida a substituicéo
da valvula adrtica, sendo mantida no tratamento com anfotericina B. Durante o procedimento
cirargico, observou-se abscesso entre 0s postes comissurais e a grande vegetacdo fungica
ligada a protese adrtica. Para investigar o agente fungico envolvido na formacdo da vegetagédo
fangica, uma amostra protética da valvula (Fig. 1C) foi submetida a testes laboratoriais, que
incluiram exame microscopico direto com KOH (20%) e cultura em Sabouraud Dextrose
Agar. O exame microscopico direto do tecido mostrou numerosas células de leveduras
hialinas (Fig. 1D). Apos sete dias de incubagdo a 37 °C, cresceram col6nias de leveduras
brancas e cremosas. O isolado foi identificado como C. parapsilosis por LSU,
sequenciamento de 26 rDNA D1/ D2 e a nova sequéncia gerada foi depositada no GenBank
com numero de acesso MH744739, com uma amostra sendo depositada na Colecdo de
Culturas Micoteca URM (URMB8012). Apds a cirurgia, a condicdo clinica da paciente se
deteriorizou rapidamente e devido a condicdo enfraquecida da paciente; o tratamento foi
ineficaz, com a paciente desenvolvendo parada cardio-respiratéria e morte, apesar das
tentativas de ressuscitacdo cardiaca. Certamente, as condi¢cBes prévias consideraveis da
paciente levaram a outras situagbes clinicas desfavoraveis, contribuindo para o
estabelecimento e a gravidade da endocardite infecciosa. Assim, o manejo terapéutico foi
ineficaz, resultando na morte da paciente, reforcando as altas taxas de mortalidade associadas
a esses casos. O desenho do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, e 0 estudo estava de acordo com a Declaracéo
de Helsinque.
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Figura 1 - Ecocardiograma transtorcico paraesternal, mostrando vegetacdo de protese valvar
adrtica grave, com grande massa movel 2,11 x 1,61 cm (a), associada ao espessamento do
folheto valvar (b) e projecdo de vegetacdo na aorta (A). Além disso, pode ser observado
refluxo discreto (B). Ainda, pode-se observar a amostra protética da valvula (C) e células
ovais de levedura e hialina clarificada com hidroxido de potassio a 20% (KOH) observado ao

microscopio optico (aum 400x) (D).

351cm »

Fonte: Elaborado pela autora
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5.2 ARTIGO 2 - CANDIDEMIA EM PACIENTES NEOPLASICOS: UMA SERIE DE
CASOS

Artigo submetido a Revista Diagnostic Microbiology and Infectious Diseases
Qualis A3, Fator de Impacto 2.314

Resumo: A candidiase invasiva € uma das principais causas de morbimortalidade em
pacientes com cancer internados em Unidades de Terapia Intensiva. O estado imunoldgico
destes pacientes, bem como a utilizacdo de nutricdo parenteral, cateteres e neutropenia
favorecem o desenvolvimento dessa infecgdo fUngica altamente letal. Ademais, a terapia
profilatica com antiflngico e o surgimento de espécies de Candida ndo C. albicans, as quais
tém se mostrado mais refratarias aos tratamentos, ressalta a necessidade de vigilancia
epidemioldgica e o uso racional de antifngicos em pacientes com neoplasias malignas. Aqui,
descrevemos uma série de seis casos de candidemia em pacientes oncoldgicos e a avaliagcdo
da susceptibilidade antifangica in vitro.

Palavras-chave: Cancer, Candida sp., Diagnostico micolégico, Susceptibilidade antifingica.

Introducéo

A candidiase invasiva é uma infec¢do 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
epidemioldgicos, a candidiase 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 incidéncia 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 condicdes que favorecem o surgimento desta infeccdo, destaca-se o estado
imunoldgico 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 cancer para desenvolver a candidiase invasiva estdo
nutricdo parenteral, neutropenia, quimioterapia e terapia profilatica com antifungico (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 céncer
desenvolverem candidemia, foi observado que a nutri¢cdo parenteral (> 5 dias), uso de cateter
urinario (> 2 dias), quimioterapia, metastase de 6rgdos distantes e cancer gastrointestinal

foram os fatores de risco para desenvolver a infeccdo fungica.
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Pacientes com cancer apresentam alta probabilidade de desenvolver infecgdes
mucocutaneas e da corrente sanguinea por fungos, sobretudo por espécies de Candida
(Alnuaimi et al., 2015). Além do aumento da incidéncia global de candidiase invasiva em
pacientes oncoldgicos, a distribuicdo das espécies de Candida em unidades de oncologia
mudou nas Ultimas duas décadas, com o aumento de espécies de Candida ndo C. albicans
mais resistentes aos tratamentos. Dentre as espécies mais incidentes, estdo C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis (Sun et al,. 2019).

Portanto, o conhecimento acerca das espécies de Candida, agentes de candiase inasiva,
em pacientes oncologico orna-se de extrema importancia para a instituicdo terapéutica
adequada. Aqui, descrevemos seis casos de candidemia em pacientes oncoldgicos, bem como

a susceptibilidade antifungica in vitro dos agentes etioldgicos isolados em cultura.

Pacientes e métodos
A pesquisa foi realizada apds a aprovacao pelo comité de ética em pesquisa com seres
humanos, registro CAAE 88376918.0.0000.5208.

Caso 1

Uma mulher, 71 anos, deu entrada no servico hospitalar com semi-obstrucéo intestinal
por tumor de angulo esplénico e foi submetida a uma laparotomia exploratoria. A mesma
apresentou tumor estenosante de célon transverso proximo ao angulo esplénico com invasdo
de estomago e jejuno proximal e moderada quantidade de ascite. Posteriormente, apresentou
dispneia subita e evoluiu com insuficiéncia respiratoria aguda, sendo necesséria intubac&o.
Em julho de 2017, a paciente apresentou leucocitose (2800 céls/mm?®) e foi diagnosticado
fungemia por Candida parapsilosis, sendo iniciado esquema terapéutico com Anidulafungina
(100mg/dia). Em agosto, a sepse fungica havia sido superada e a paciente apresentou melhora

clinica, recebendo alta.

Caso 2

Uma mulher, 66 anos, recém-operada, ingressou no servigo hospitalar com relato de
constipacdo ha dois meses e eliminacdo de sangue nas fezes. Foi submetida a colonoscopia,
sendo submetida a cirurgia que evidenciou lesdo tumoral em reto superior com aderéncia de
ileo distal. Apds procedimento cirdrgico a paciente apresentou tosse com expectoracdo

purulenta e leucocitose com desvio a esquerda. Foi diagnosticado fungemia por C. glabrata,
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sendo iniciado esquema terapéutico com Fluconazol (200mg/dia) por 15 dias. Apds superacao
da sepse flngica, a paciente recebeu alta.

Caso 3

Um homem, 56 anos, procurou o servico hospitalar com relato de dor lombar
irradiando para mesogastro bilateral h& um més, associado com ictericia. Referia perda de
peso ndo intencional (8kg). Foi realizada uma laparotomia exploratdria que evidenciou ascite
moderada e implantes tumorais no figado, vesicula biliar e jejuno. Apds sintomas de sepse, foi
diagnosticada em hemocultura C. glabrata e iniciado o tratamento com Fluconazol
(200mg/dia). Apds apresentar bom resultado clinico, 0 mesmo recebeu alta.

Caso 4

Uma mulher, 63 anos, cometida por um tumor em cabeca de pancreas foi admitida no
servico hospitalar sendo submetida a duodenopancreactomia e colecistectomia. Apresentou
sintomas de sepse pds-cirurgia, sendo diagnosticada C. albicans em hemocultura. Foi iniciado
o tratamento com Fluconazol (200mg/dia), no entanto, quatro dias apds inicio do tratamento a

paciente apresentou parada cardiorrespiratéria irreversivel e evoluiu para o 6bito.

Caso 5

Uma mulher, 65 anos foi internado com hipdtese diagnéstica de neoplasia de
endomeétrio, evoluindo com piora clinica. A paciente apresentou dispneia e hipotensdo, por
provavel sepse de foco respiratorio, além de edema abdominal e perda de peso. Em
hemocultura, foi diagnosticada C. glabrata e iniciado o tratamento com fluconazol
(200mg/dia). Apb6s agravamento do quadro clinico foi encaminhada a UTI em estado

gravissimo, em choque, e ap0s parada cardiorrespiratoria irreversivel foi constatado o dbito.

Caso 6

Um homem, 35 anos, admitido na emergencia com relato de dor em fossa iliaca direita
ha quatro meses, associada a perda de peso (3kg/més), relatando hematoquezia. Foi submetido
a laparotomia exploratoria, a qual evidenciou tumor de célon transverso. O paciente foi
submetido a cirurgia para retirada do mesmo, no entanto apresentou comlicagdes cirdrgicas,
sendo submetido a duas reoperagdes 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 terapéutico com

Fluconazol (200mg/dia) e ap6s superacao da sepse flngica, 0 paciente recebeu alta.

Uma visdo geral dos casos e possiveis fatores de risco € demostrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas de seis pacientes portadores de neoplasias com candidemia.

Tipo de Uso de dispositivo  Uso préviode  Profilaxia Terapia
Casos neoplasia médico invasivo antibioticos antifangica  Antifungica
Casol  Tumor de Colon Sim Sim Né&o AN
Caso2  Tumor de Colon Sim Sim Né&o FL
Tumor no
Caso 3  figado, vesicula Sim Sim Né&o FL
biliar e jejuno
Tumor em
Caso 4 cabeca de Sim Sim Néo FL
pancreas
Caso 5 Neoplasia de Sim Sim Néo FL
endométrio
Caso 6 Tumor de colon Sim Sim Né&o FL

transverso

AN anidulafungina, FL fluconazol

Em todos os casos, foram coletadas duas amostras de sangue em dias consecutivos,
assepticamente por puncgdo venosa com anticoagulante EDTA de pacientes internados em uma
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de um Hospital Publico Brasileiro entre junho a
dezembro de 2018. As anélises microbiolégicas foram realizadas no Laboratorio de Micologia
Médica Sylvio Campos do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco. As amostras bioldgicas foram processados por métodos padrédo (exame direto e
isolamento em cultura) para diagndéstico micoldgico.

O exame direto das amostras clinicas foi realizado sem adicéo de clarificante e coradas
com Giemsa. Ao mesmo tempo, as culturas foram preparadas usando o agar Sabouraud
dextrose adicionado de cloranfenicol (50mg/L) (Difco) incubadas a 30 e 37 °C em atmosfera
aerobica por 15 dias. A identificacdo dos agentes etiologicos foi realizada apds a purificagdo

das culturas por técnica protedmica 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 clinicas (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).

25 um

Fonte: Elaborado pela autora

O teste de susceptibilidade antifungica fluconazol (Pfizer), caspofungina (Pfizer),
anidulafungina (Pfizer) e micafungina (Pfizer) foi realizado pelo método de microdilui¢do 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 estdo demostrados na tabela 2.

Tabela 2 - Concentragdes Inibitorias Minimas dos isolados de Candida sp. frente aos

antifangicos da classe dos azolicos e equinocandinas.

Concentracéo Inibitdria Minima (ug/mL)
Casos

Fluconazol Caspofungina Anidulafungina Micafungina

Casol 8(R) 4 (DD) 2 (S) 16 (R)
Cas02 0,125 (S) 0,125 (S) 0,25(DD) 0,03 (S)
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Cas03 1 (DD) 0,5 (R) 0,06 (S) 0,03 (S)
Caso4 32 (R) >16 (R) >16 (R) >16 (R)
Caso5 1 (DD) 05 (R) 0,5 (R) 0,03 (S)
Cas06 0,5 (S) 0,03 (S) 0,125 (S) 0,03 (S)

R Resistente, DD Dose-dependéncia, S Sensivel

Discussao

As infeccdes fungicas invasivas, principalmente as causadas por Candida sdo uma das
principais causas de morbimortalidade em pacientes com cancer internados em UTIs
(Granwehr et al., 2019). Adicionalmente, além da taxa de mortalidade, essas infeccGes ndo
apenas prolongam a permanéncia hospitalar, mas também tornam o tratamento mais oneroso
(Taur et al., 2010).

Uma caracteristica epidemioldgica comum relatada recentemente € o aumento do
iIsolamento de Candida n&o 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 ndo ocorreu nos casos relatados, em que dos trés pacientes que apresentaram
candidemia por C. glabrata apenas um foi a 6bito. Ainda, dos seis pacientes descritos, apenas
um foi acometido por C. albicans, o que reforca a mudanca epidemiolégica da candidemia em
pacientes com cancer.

Os pacientes neoplasicos geralmente exibem mdaltiplos fatores de risco para
desenvolver a candidiase invasiva, incluindo uso de drenos e cateteres, efeitos de
quimioterapia, neutropenia, disfungdo renal e/ou hepatica, cirurgia intra-abdominal e nutricdo
parenteral total (Granwehr et al., 2019). Nesta série de casos, os pacientes foram submetidos
a cirurgia intra-abdominal, uso de drenos e cateteres e nutricdo parenteral total, varios fatores
que poderiam predispor ao estabelecimento da doenca fungica.

Como descreve Jung et al. (2015), o atraso no inicio da terapia antifungica afeta
significativamente a mortalidade relacionada a Candida. Estes autores ainda, afirmam que
qualquer paciente de UTI com alto risco para infec¢do por Candida, com uma doenca febril
que ndo responde aos antibioticos deve ser considerado para terapia antifngica presuntiva.
Neste estudo, nenhum dos pacientes recebeu terapia antifingica prévia e em dois casos (Casos
4 e 5) a terapia antifingica instituida ndo foi eficaz para o bom progndstico dos pacientes.
Ainda, o paciente do caso 5 foi tratado com fluconazol, o qual apresentou isolado de Candida

dose dependente a este farmaco, no entanto este mesmo isolado foi sensivel para micafungina.
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Bilal e colaboradores 2018 afirmam que ndo receber agentes antifungicos oportunos aumenta
a taxa de mortalidade em pacientes neoplasicos.

Observamos aqui, um numero variado de espécies de Candida agentes de candidemia
em pacientes com cancer apresentando altas taxas de resisténcia aos antifungicos. Contudo,
essa variedade epidemioldgica muda de acordo com as regides geograficas e os fatores de
risco locais. Ainda, o aumento da incidéncia de isolados de Candida ndo C. albicans
potencialmente resistentes dna corrente sanguinea ressalta a necessidade de vigilancia

institucional e o uso racional de antifungicos em pacientes com neoplasias malignas.
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5.3 ARTIGO 3 - MECANISMO DE AQAO E POTENCIAL ANTIVIRULENCIA DO D-
LIMONENO FRENTE A LEVEDURAS CLINICAS DO COMPLEXO Candida parapsilosis
Artigo submetido a Revista Food Chemistry

Qualis Al, Fator de Impacto 5,399

Resumo: As leveduras do complexo Candida parapsilosis apresentam relevancia clinica
devido ao alto potencial de viruléncia e patogenicidade, como a aderéncia as células epiteliais
e emissao de estruturas filamentosas, além da baixa susceptibilidade aos antifangicos. Assim,
0 D-Limoneno, um composto natural surge como uma alternativa promissora, com atividade
antibacteriana, antiparasitaria e antifingica descritas, no entanto, seu mecanismo de acgdo e
atividade antiviruléncia frente as espécies do complexo C. parapsilosis ndo estdo elucidadas.
Portanto, este estudo objetivou avaliar a acdo antifungica, antiviruléncia e o mecanismo de
acdo do D-Limoneno frente & isolados deste complexo. Foi verificado que o D-Limoneno
exibiu atividade antifungica frente as leveduras do complexo C. parapsilosis, além de uma
excelente atividade antiviruléncia na inibicdo da morfogénese e aderéncia das leveduras ao
epitélio humano. Ainda, 0 mecanismo apoptotico induzido por esse composto representa um
alvo importante para o desenvolvimento de novos medicamentos antiflngicos, o qual ndo é
induzido por extresse oxidativo.

Palavras-chave: Aderéncia; Candida parapsilosis, Mecanismo de acdo; Morfogénese;

Terpendide.

1 Introducéo

O aumento da incidéncia de infeccOes invasivas pelas leveduras do complexo Candida
parapsilosis representa grande relevancia clinica, uma vez que sua frequéncia como agente da
candidiase invasiva tem superado o isolamento de C. albicans (Netea et al., 2015). Além
disso, as leveduras pertencentes a esse complexo tém demonstrado alto potencial de viruléncia
e patogenicidade, como a aderéncia as celulas epiteliais e emissdo de estruturas filamentosas,
as quais representam os fatores de viruléncia indispensaveis para o estabelecimento da
doenca, uma vez que sdo responsaveis pelo o estagio inicial da infeccdo e a invasdo no
hospedeiro humano (Pappas et al,. 2018).

Ademais, apesar das infec¢Oes por C. parapsilosis geralmente resultarem em taxas de
morbimortalidade mais baixas quando comparadas as infec¢Ges por C. albicans, autores tem
relatado que varios isolados clinicos destas espécies sdo menos suscetiveis a equinocandinas

e, em algumas regides, também foi observada resisténcia ao tratamento com azolicos, o que
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dificulta a escolha da terapia antifungica adequada (Govender et al., 2016; Meletiadis et al.,
2017; Toth et al., 2019).

Aliado a isto, as opcOes terapéuticas disponiveis sdo limitadas e vém conduzindo ao
aumento das taxas de mortalidade pelas espécies do complexo C. parapsilosis, sendo
necessaria a busca por novos agentes antifangicos (Thakre et al., 2018). Assim, os produtos
naturais de origem vegetal, especialmente os Oleos essenciais, surgem como alternativa
terapéutica e € descrito como um tratamento promissor contra microrganismos patogénicos
(Weber et al., 2014; Marasini et al., 2015).

O limoneno é um dos principais constituintes do 6leo citrico e é o terpeno mais
utilizado na indastria de alimentos e bebidas devido a sua agradavel fragrancia e néo
toxicidade (Thakre et al., 2018). Além disso, o limoneno tem se mostrado um excelente
redutor de populacdo de microrganismos, sobretudo, os fungos. Em varios estudos, este
composto apresenta diversas atividades farmacolégicas, tais como: atividade antimicrobiana,
em particular a antifngica (Beletti et al., 2004), atividade antitumoral (Aggarwal et al., 2006)
atividade ascaricida e inseticida (Prates et al., 2002) e atividade antiparasitaria (Rosa et al.,
2003; Anthony et al., 2005).

Ainda, o mecanismo de acdo do limoneno frente as leveduras do género Candida
ainda ndo esta 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 antifungico frente as
leveduras do complexo C. parapsilosis, seu mecanismo de acdo bem como sua atividade no
controle de fatores de viruléncia produzidos por estes microrganismos ainda é escasso.

Assim, é importante elucidar a agdo antiviruléncia do limoneno frente as leveduras do
complexo C. parapsilosis, visto que a inibicdo da aderéncia e morfogénese das leveduras
podem impedir o estabelecimento da infeccdo, e dessa forma, melhorar o progndstico dos
pacientes acometidos pela candidiase invasiva.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo antifungica,
antiviruléncia e o mecanismo de acdo do D-Limoneno frente & isolados clinicos do complexo

C. parapsilosis.

2 Material e Métodos
2.1 Cepas de Candida e condigdes de cultura
Foram analisados 40 isolados clinicos do Complexo Candida parapsilosis obtidos da

Colecédo de Culturas Micoteca URM e do Laboratorio 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 referéncias C. parapsilosis ATCC 22019 C.
parapsilosis, ATCC96143 C. metapsilosis, ATCC96141 C. orthopsilosis.

Todas as cepas foram cultivadas na superficie do meio de cultura Sabouraud dextrose

agar e incubadas a 37° C por 24 horas antes dos experimentos.

2.2 Atividade Antifungica

Foram utilizados os antifingicos padrbes anfotericina B, fluconazol, anidulafungina,
caspofungica e micafungina, e o D-Limoneno (Sigma Aldrich) para testes de sensibilidade
antifangica 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 sédio, pH 7,0 + 0,1, com &cido morfolino propano sulfonico (MOPS; 0,165 mol.L™:;
Sigma-Aldrich). Concentrages diferentes dos antifungicos foram preparadas de acordo com o
documento.

As leveduras foram mantidas em meio Sabouraud dextrose agar (SDA) e incubadas a
35°C. As suspensdes dos isolados foram preparadas em solucdo salina, e sua densidade
ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitancia utilizando um
espectrofotdbmetro a 530nm. O volume do indculo foi ajustado para 5,0 mL de solugéo salina
esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma concentracdo de 2-5x10°
ceéls/mL.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulacdo planas de 96
pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O indculo foi adicionado aos pogos com as drogas a serem
testadas nas concentragdes de 0,03 a 16ug/mL para anfotericina B, anidulafungina,
caspofungica e micafungina, 0,125 a 64 ug/mL para fluconazol e 2 a 1024 pg/mL para o D-

limoneno, e as placas foram incubadas a 35°C durante 24 e 48 horas.
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As Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) foram determinadas com inibicdo >50%

ou até 100% em relacdo ao poco controle a depender do antifingico.

2.3 Caracterizacdo quanto a viruléncia dos isolados de leveduras do complexo C.
parapsilosis e atividade antiviruléncia do D-Limoneno
2.3.1 Ensaio da morfogénese

O ensaio foi realizado seguindo Chaves et al., (2007) na presenca e auséncia 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 absorbancia da densidade dptica do crescimento foi determinada
em espectrofotdbmetro a 600 nm entre 0,8 e 1,2 0 que corresponde a uma concentracao
aproximada de 2x10° células/mL. As células de leveduras foram padronizadas para 1x10°
células/mL, o que corresponde a 50ul do crescimento compreendido entre 0,8 e 1,2 de
absorbancia.

Para a indugdo do tubo germinativo, o volume total da suspensdo de leveduras foi
inoculado em caldo YPD (Dextrose 2 g, Peptona 2 g, Extrato de levedura 1 g, e Agua
destilada, 100 mL) e incubadas sob agitacdo mecéanica a temperatura de 37° C a 100 rpm, por
um periodo de 1h e 3h de incubacéo para posterior leitura microscopica.

Nas amostras retiradas com 1h de incubacdo foram observadas 100 leveduras em
microscopia o6ptica (400x de magnificagdo; CX21, Olympus) para a determinacdo da
porcentagem da formacéo de tubos germinativos. Para as amostras incubadas por um periodo
de 3 horas, as células também foram observadas da mesma forma previamente descrita, para o
calculo do indice de morfologia. Para células esféricas de leveduras que apresentavam
morfologia de blastoconidio foi atribuido o valor IM=1, células apresentando didmetro com o
dobro do comprimento, IM=2, células com aparéncia de pseudo-hifas, IM=3 e hifas longas de
lados paralelos, 1.M=4. Para a determinagdo do indice de morfologia foi empregada a

férmula;

i (n® IMI x 1)+(n® IM2 x 2)+(n°IM3 x 3)+(n° IM4 x 4)
B 100

2.3.2 Ensaio da capacidade de aderéncia das leveduras as células epiteliais
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Os testes de aderéncia foram realizados na presenca e auséncia 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 séo e isento de caries. Em
todas as etapas relacionadas aos testes de aderéncia foi utilizado o tamp&o Phosphate Buffered
Saline - PBS. As suspensoes celulares obtidas foram mantidas em banho de gelo, a fim de
evitar alteracOes celulares.

Os isolados de Candida foram semeados no meio Sabouraud dextrose agar adicionado
de 0,5% extrato de levedura e mantidos a temperatura de 30°C durante 72 horas. Apds este
periodo, as células de leveduras foram suspensas em 2 mL de PBS contidos em tubos de
ensaio, centrifugadas trés vezes a 1.580 rpm por 10 minutos e ressuspendidas para uma
concentracdo final de 2 x 107 cels/mL.

A remocdo das células epiteliais foi realizada através de suave escarificacdo da
mucosa da cavidade oral com auxilio de swab e, em seguida, foram suspensas em 7 mL de
PBS contidos em tubos de ensaio, centrifugadas trés vezes e ressuspendidas para uma
concentracdo final de 4 x 10* cels/ml. Depois de lavadas, as células de leveduras e as células
epiteliais foram examinadas quanto a viabilidade e integridade para avaliacdo de possiveis
alteracdes em funcdo das lavagens.

Apobs a obtencdo das suspensdes de culturas de Candida e das células epiteliais da
cavidade oral foi procedida mistura e homogeneizacdo. Em seguida, agitadas durante duas
horas, sendo posteriormente, realizada a microscopia, através de preparacdo em lamina com
azul de metileno. Os resultados foram expressos pela média aritmética de dez campos
observados onde serdo avaliadas 100 células epiteliais com relacdo a percentagem de sua area
superficial aderidas pelas leveduras e graduada como forte aderéncia para adeséo entre 50% a

100% da area de superficie, fraca aderéncia para adesdo até 49% e sem aderéncia visivel.

2.4 Avaliacdo do mecanismo de agdo do D-Limoneno

Para a avaliagdo quanto ao mecanismo de acdo do D-Limoneno foi utilizado um
representante de cada espécie do complexo C. parapsilosis (URM7423 C. metapsilosis,
URMT7434 C. orthopsilosis e URM7445 C. parapsilosis stricto sensu).

2.4.1 Perfil de Morte Celular
As células de levedura tratadas e ndo 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 deteccdo de

apoptose anexina V-FITC (Ebioscience, San Diego, EUA) de acordo com as instrucdes do
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fabricante. Em seguida, as células foram imediatamente analisadas em um citdmetro de fluxo
FACS-Calibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA), utilizando um detector de sinais de
530/30 nm (FL1-H) para deteccdo de AV-FITC e 585/42 nm detector de sinal (FL2) para
emissdo de PI. A intensidade de fluorescéncia foi adquirida para 20.000 eventos na regido
fechada. Os dados foram analisados utilizando FlowJo (Tree Star Inc ©, Ashland, EUA) e
expressos como a percentagem de células em cada fenotipo de populagdo em comparacéo
com o controle (células sem tratamento). Dois experimentos independentes foram realizados
(n=4) (Sandes et al., 2014).

2.4.2 Quantificacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Para a quantificacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) foi utilizado o marcador
Diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA). Apds as concentracfes inibitorias
minimas serem determinadas no teste de sensibilidade antifungica (CLSI, 2002), foram
coletadas amostras, lavadas com PBS e marcadas com 10 pL do marcador a uma
concentracdo de 10 pg/mL. Foi utilizado controle sem tratamento com o D-Limoneno com e
sem marcacdo com DCFH-DA. As amostras foram analisadas em por citometria de fluxo
(FACS-Calibur/Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA) e a intensidade de fluorescéncia foi
adquirida para 20.000 eventos na regido fechada. Os dados foram analisados usando FlowJo
(Tree Star Inc©, Ashland, EUA). Alteracdes nas intensidades de fluorescéncia de DCFH-DA
(FL1-H/ 515-545nm) foram quantificadas pelo indice de variacdo (IV) obtido pela equacédo
(TM-CM)/CM, onde TM € a mediana da fluorescéncia para células tratadas e CM é a do
controle (ndo tratado). Dois experimentos independentes foram realizados (n = 4) (Sandes et
al., 2014).

2.4.3 Ensaio de malondialdeido (MDA)
O ensaio de peroxidacao lipidica foi determinado pela reacdo colorimétrica (532 nm)
do MDA com acido tiobarbitdrico (TBA) utilizando o Kit de ensaio MDA (Sigma-Aldrich),

seguindo as condigdes do fabricante.

2.4.4 Avaliacdo do Potencial de Membrana Mitocondrial

As células tratadas e nédo 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. Apés a
marcacao, as celulas 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 fluorescéncia para Rodamina 123 (potencial de membrana mitocondrial)
foram quantificadas. A intensidade de fluorescéncia foi adquirida para 20.000 eventos na
regido fechada. Os dados foram analisados usando FlowJo (Tree Star Inc©, Ashland, EUA).
As alteracdes nas intensidades de fluorescéncia da Rodamina 123 (FL1-H/515-545 nm) foram
quantificadas pelo indice de variagdo (1V) obtido pela equagdo (TM-CM)/CM, onde TM ¢é a
mediana da fluorescéncia para células tratadas e CM € a do controle (ndo tratado). Dois

experimentos independentes foram realizados (n = 4) (Sandes et al., 2014).

3 Resultados e Discusséo
3.1 Atividade Antifungica

A avaliacdo da atividade antifingica do D-Limoneno frente as cepas do complexo C.
parapsilosis utilizadas apresentou resultados significativos obtendo valores de CIM de 256
pg/mL, 512 pg/mL e 1024 pg/mL com atividade fungicida. Entretanto, em alguns isolados
ndo foi possivel a inibigdo de 100% das células e, portanto, apresentaram valores de CIM >
1024 pg / mL.

Viriato et al. (2014) ao analisarem 15 substancias da classe dos terpendides, verificaram
que o Limoneno apresentou atividade antifungica em todas as espécies de Candida testadas, e
entre elas as leveduras do complexo C. parapsilosis com CIM de 93,75 pg/mL para C.
parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis. Embora estes resultados apresentem CIM
inferiores ao encontrados neste estudo, ja foi relatado que o Limoneno é atoxico, mesmo em
doses altas de 15 g/dia (Sun et al., 2007). Além disso, a susceptibilidade antifngica a drogas
é inerente a cada cepa, e por isso nossos resultados sdo promissores para o tratamento da
candidiase.

Como drogas controle, foram utilizados os antifingicos comerciais fluconazol,
anfotericina B, micafungina, anidulafungina e caspofungina. Todas as cepas utilizadas no
estudo foram sensiveis ao fluconazol e a anfotericina B com CIM variando de 0,125 a 1
ug/mL. Para as equinocandinas, a variagdo dos valores de CIM foi de 0,06 a 4 pg/mL para a
caspofungina, sendo os isolados com CIM de 4 pg/mL considerados dose-dependentes. A
micafungina apresentou variacdo de 0,03 a 4 pg/mL, também apresentando isolados dose-
dependenetes (CIM 4ug/Ml); ja a anidulafungina apresentou variagdo de 0,03 a 8 ug/mL,
apresentando isolados dose-dependentes (CIM 4 pg/mL) e resistentes (>8 pg/mL).

Neste estudo foram observados isolados resistentes e dose-dependentes a classe das

equinocandinas. Valores elevados de CIM para as equinocandinas sdao frequentemente
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encontradas para leveduras do complexo Candida parapsilosis (Chiotos et al., 2016;
Kontoyiannis et al., 2017). C. orthopsilosis ja foi descrita como resistente a caspofungina,

assim como C. metapsilosis (Brilhante et al., 2014; Brilhante et al., 2018).

3.2 Ensaio da morfogénese

A avaliagdo da producdo de tubo germinativo (evaginacgdo lateral) foi realizada com
0s 40 isolados apdés 1h de incubacdo. Foi observado que a porcentagem de células que
emitiam tubo germinativo variou de 2-30% e que esta producdo ndo foi especifica para cada
espécie, mas inerente a cada cepa avaliada. No entanto, quando avaliadas na presenca do D-
limoneno foi verificado que houve uma diminui¢do na producdo deste fator de viruléncia que
variou desde a inibicdo completa da formacéo de tubo germinativo a 18% (Figura 1A).

Ao analisar as células com 3h de incubacdo, foi possivel determinar o indice de
morfologia (1.M), com o qual foi observado um 1.M médio de 1,32 para cepas do complexo C.
parapsilosis o que indica uma prevaléncia das formas de blastoconideos. Apenas os isolados
URMG6905, URM6944 ¢ URM7448 apresentaram células predominantemente na forma de
pseudomicélio, com .M de 2,21, 2,32 e 2,01 respectivamente, no entanto, nao se observou a
capacidade dos isolados em formar hifa verdadeira. Este indice também foi reduzido na
presenca do D-Limoneno, o qual apresentou valor maximo de I.M 1,56 (Figura 1B).

Figura 1 - Avaliacdo da inibicdo da morfogénese de leveduras do complexo Candida
parapsilosis pelo D-Limoneno. (A) Emissdo de tubo germinativo apds 1 hora de incubacéo e
(B) indice de morfogénese (IM) apds 3h de incubacdo. Os dados representam a média e
desvio padrdo em triplicata (n_3). Para a andlise, o teste de comparag¢fes multiplas de Tukey
foi realizado para todas as médias obtidas ao nivel de significancia de 5%. Os simbolos “**”,
crder | cekkx” indicam diferengas significativas entre a porcentagem de emissdo de tubo

germinativo e indice de morfogénese (p<0,001), (p<0,0003) e (p<0,0001), respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A transicdo broto-hifa das leveduras do género Candida é uma etapa fundamental para
0 estabelecimento da infeccdo, contribuindo para a invasao tecidual (Silva-Rocha et al.,
2015). Estudos demonstram que as altera¢es na morfologia da célula fungica causadas por
6leos essenciais podem estar relacionadas com a interferéncia dos seus constituintes quimicos
sobre enzimas responsaveis pela biossintese ou manutencdo da parede celular, afetando o
crescimento e morfogénese fungica (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 antiviruléncia.

Vaérios estudos com outras espécies de leveduras também avaliaram a inibicdo da
morfogénese pelo Limoneno. Liu et al. (2013) e Brennan et al. (2014) relataram que 0s danos
na parede celular e na membrana mediados pelo Limoneno inibem o crescimento de
Saccharomyces. cerevisiae e dessa forma, sua transformacao em hifa. Assim como Thakre et
al. (2018) ao avaliarem o efeito do Limoneno na morfogénese de C. albicans. Contudo, este é
0 primeiro estudo ao avaliar a inibicdo da morfogénese das leveduras do complexo C.

parapsilosis pelo D-Limoneno.
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3.4 Ensaio da capacidade de aderéncia das leveduras as células epiteliais

Foi possivel observar a presenca dos trés niveis de aderéncia das espécies do complexo
C. parapsilosis as células epiteliais. Das 40 cepas avaliadas 10 (22,5%) isolados se
destacaram apresentando forte capacidade de aderéncia, 25 (62,5%) isolados apresentaram
fraca capacidade de adeséo e cinco (12,5%) ndo apresentaram capacidade de adesao as células
epiteliais humanas.

Na presenca do D-Limoneno, foi verificado que a adesdo das leveduras as células
epiteliais foi fortemente reduzida. Isolados que apresentaram uma aderéncia forte ou fraca,
perderam essa capacidade ou diminuiram em sua intensidade (Figura 2 A1-A2, B1-B2). Esses
dados mostram uma tendéncia notavel de reducéo na adesdo de espécies do complexo quando
cultivadas na presenca desse produto natural, reforcando que, além da inibicdo do
crescimento, o D-Limoneno pode interferir diretamente na adesdo de células de C.
parapsilosis ao epitélio. E, portanto, pode ser particularmente Gtil na prevencdo da candidiase
uma vez que para 0 estabelecimento da doenca é necessaria este processo de adesdo
(Modrzewska et al.,, 2015). Ademais, a inibicdo deste fator contribui para o néo
desenvolvimento do biofilme, visto que a aderéncia € a etapa inicial para sua formacéo. Além
disso, o biofilme € responsavel pelo aumento da resisténcia a defesas imunes do hospedeiro,
bem como a terapia antiflngica (Leite-Andrade et al., 2017).

Figura 2 - Inibicdo da capacidade de aderéncia as células epiteliais de leveduras do complexo
Candida parapsilosis pelo D-Limoneno. (A1-A2) URM 7445 Candida parapsilosis stricto
sensu apresentando forte aderéncia antes do tratamento e fraca aderéncia ap6s tratamento com
0 D-Limoneno e (B1-B2) URM 7434 Candida orthopsilosis apresentando fraca aderéncia
antes do tratamento e aderéncia ausente apos 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 inibicdo da aderéncia de espécies de Candida também ja 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, ndo h& outros
estudos que demonstrem a inibi¢do da aderéncia de leveduras do complexo C. parapsilosis

pelo D-Limoneno.

3.5 Avaliagéo do mecanismo de a¢&o do D-Limoneno
3.5.1 Perfil da morte celular

O tratamento com o D-Limoneno mostra uma acdo apoptética inicial (fenotipo
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 fendtipo necrético (AV/PI") foi representado por menos de
2,3% da populacgéo de leveduras analisada. A avaliacdo da apoptose e necrose por citometria

de fluxo geralmente € 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
propideo (PI), que permite a identificacdo de alteracGes nucleares nos estagios finais da
da da

membrana (Sandes et al., 2014). Nossos resultados mostraram que a incubacdo das células do

apoptose ou necrose como consequéncia do aumento permeabilidade
complexo C. parapsilosis com o D-limoneno produziram perdas significativas na viabilidade

celular, provocando caracteristicas apoptéticas nas leveduras.

Figura 3: Citometria de fluxo para analises de apoptose com Anexina V e lodeto de Propidio
em células de Candida parapsilosis URM7445 A) C. orthopsilosis URM 7434 (B) e C.
metapsilosis URM7423 (C) 24h poés-tratamento com D-limoneno. (Al, A2 e A3): células
expostas a 1024ug/mL de D-limoneno, 512ug/mL e 256ug/mL respectivamente, (B1, B2 e
B3): células expostas a 512ug/mL de D-limoneno, 256ug/mL e 128ug/mL respectivamente e
(C1, C2 e C3): células expostas a 2048ug/mL de D-limoneno, 1024ug/mL e 512ug/mL

respectivamente.

FL2H: P

FL2H: P

FL2-H: Pl

Jjon

224

Q4

463

@2
353

Al

FL2-H: Pl

Q4

889

@2
692

10

10

Jo

053

¢ Q3

. 628

B1

FL2H: P

T T

10! 10?

FL1-H :: ANEXINA-FITC

Ty

3

0w

2
373

Q3

783

C1

FL2-H: Pl

FL1-H :: ANEXINA-FITC

Fonte: Elaborado pela autora.

Yo

10’ 10°

FL1-H :: ANEXINA-FITC

A2

FL2-H: P

B2

FL2H: P

Cc2

FL2-H: Pl

FL1-H :: ANEXINA-FITC



Andrade, M.C.L. Leveduras clinicas do complexo Candida parapsilosis... 67

Aliado a isto, o perfil de morte observado representa um alvo importante para o
desenvolvimento de novos medicamentos antifingicos, visto que a via necrética poderia

ativar mecanismos pro-inflamatérios no hospedeiro humano (Shirazi et al., 2015).

3.5.2 Quantificacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Peroxidacao Lipidica

O teste de deteccdo para espécies reativas de oxigénio e peroxidacdo lipidica €
mostrado na Figura 4. Os dados apontam para uma maior producdo de ERO nas
concentragdes 2048 pg / mL e 512 pg/mL para as cepas URM7423 C. metapsilosis, e
URMT7434 C. orthopsilosis, respectivamente. J& a cepa URM7445 C. parapsilosis strictu
sensu apresentou um discreto aumento na producdo de ERO a 1024 pg/mL (Figura 4 A-C).
No entanto, esses dados ndo apresentam diferenga estatistica significativa (p=>0,5) em relacao

ao controle.

Figura 4 - Deteccgdo de espécies reativas de oxigénio (A-C) e peroxidacdo lipidica (D) para as
espécies do complexo Candida parapsilosis. Para a analise, o teste de comparacdes maultiplas

de Tukey foi realizado para todas as médias obtidas ao nivel de significancia de 5%.
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Neste estudo constatamos que o D-Limoneno ndo provocou estresse oxidativo nas
células do complexo C. parapsilosis, mas apenas o aumento das ERO que pode ser atribuido
ao metabolismo estritamente aerobico dessas cepas (Nosek et al., 2009).

Além disso, o ensaio de peroxidacao lipidica ndo demonstrou o aumento no contetdo
relativo de MDA nos tratamentos em comparagdo com o controle (Figura 4 D). Este efeito
confirma que o D-Limoneno ndo perturbou o estado redox das células do complexo C.
parapsilosis e, portanto, ndo causou peroxidacdo lipidica. Uma vez que a peroxidacdo de
lipideos € o principal alvo molecular do dano oxidativo e que sdo formados por espécies

reativas (Lee et al., 2017).

3.5.3 Avaliacdo do Potencial de Membrana Mitocondrial

Verificou-se que o D-Limoneno ndo causou despolarizacdo da membrana mitocondrial
nas cepas de leveduras avaliadas. O isolado URM7423 apresentou indices de variacdo de
0,44, 0,61 e 0,81 para as concentragoes de 2048 pg/mL, 1024 pg/mL e 512 pg/mL,
respectivamente. O mesmo fendmeno acorreu com os isolados URM7445, com indices de
variacdo de 0,37, 0,39 e 0,41 e URM7434 com 0,63, 0,66 e 1,46.

Neste estudo foi observado que ndo ocorreu 0 dano na membrana mitocondrial nas
leveduras do complexo C. parapsilosis tratadas com o D-Limoneno. Isso pode ter ocorrido
devido a uma caracteristica peculiar das mitocéndrias das espécies do complexo que é o
desacoplamento da respiracdo da fosforilacdo, presumivelmente causada pela presenca da
proteina desacopladora (UCP) (Jarmuszkiewicz et al. 2000 ).

Além disso, as cepas URM7445 e URM7434 apresentaram dose-dependéncia a
anidulafungina com CIM de 4 pg/mL e a cepa URM 7427 apresentou resisténcia a este
farmaco com CIM de 8 ug/mL, o que pode ter contribuido para a ndo despolarizacdo da
membrana mitocondrial, uma vez que perturbacdes na parede celular por esse antiflngico
pode ter levado ao desenvolvimento de um mecanismo que contribuiu para a resisténcia ao

extresse oxidativo (Shirazi et al., 2015).

4 Concluséo

Este estudo revelou que o D-Limoneno exibe atividade antifingica frente as leveduras
do complexo C. parapsilosis, além de apresentar excelente atividade antiviruléncia na
inibicdo da morfogénese e aderéncia 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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alteracfes nos constituintes dessas estruturas impedindo a adesdo ao epitélio e alterando a
morfogénese da célula, conduzindo a mesma a morte. Ademais, 0 mecanismo apoptotico
induzido por esse composto representa um alvo importante para o desenvolvimento de novos
medicamentos antifungicos, visto que ndo ativa respostas inflamatorias no hospedeiro (Shirazi
etal., 2015).

Além disso, verificamos também que o D-Limoneno ndo causa estresse oxidativo nas
leveduras do complexo C. parapsilosis e como foi comprovado pelo ensaio com MDA,
portanto a inducdo de apoptose deve estar relacionada a disturbios em programas especificos
de diferenciacdo celular mediado por aminoacidos da membrana celular causados pela acdo
do limoneno (Nosek et al., 2009).

Ainda, este é o primeiro estudo a avaliar a atividade antiviruléncia do D-Limoneno
frente a leveduras do complexo C. parapsilosis e 0s resultados caracterizam este composto
como promissor para o tratamento da candidiase invasiva, contribuindo para um melhor
prognodstico e sobrevida dos pacientes visto que a aderéncia as células epiteliais e a
morfogénese sdo cruciais para o estabelecimento e agravamento (formacdo de biofilme) da

infeccdo fangica.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

Espécies de Candida ndo C. albicans, com destaque para C. glabrata e C. parapsilosis
stricto sensu apresentam uma incidéncia relevante na candidiase invasiva em
portadores de neoplasisas malignas.

A ferramenta protedmica MALDI-TOF MS é eficaz para diferenciar as espécies do
complexo C. parapsilosis.

As espécies do complexo C. parapsilosis apresentam variedade na capacidade de
aderéncia as células epitelias e morfogénese, sendo estas caracteristicas inerentes a
cada isolado como caracteristica de viruléncia.

A classe das equinocandinas nao foi eficaz in vitro frente as cepas do complexo C.
parapsilosis apresentando isolados resistentes e dose-dependentes.

O D-Limoneno € um composto eficaz no tratamento e inibicdo de fatores de
viruléncia, aderéncias as células epiteliais e morfogénese, das leveduras do complexo
C. parapsilosis.

O mecanismo de acdo do D-Limoneno frente a leveduras do complexo C.

parapasilosis ndo ocorre por estresse oxidativo.
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Endocarditis is a severe infectious disease with a high
monality rate. Cases arising from Candida are an
uncommon presentation that represents only 1 o 2%
of all episodes of infective endocarditis, with €.
albicans being the most reported. Fungal endocarditis
is also associated with C. parapsiloss, an infectious
agentassociated with vascular devices due to ability to
form biofilm in medical devices, Here, we report an
uncommon case of a 6d-vear-old woman diagnosed
with large fungal vegetation formed by C. parapsilosis
in her aortic prosthesis. A patient with a bioprosthetic
aortic valve implanted 9 and a half vears prior, with a
previous history of cervical cancer and who was
discharged 2 vears ago after concluding the last cycle
of radio therapy, sought a hospital service with
complaints of progressive dvspnea, orthopnea, and
parcxysmal nocturnal dyspnea with necessary hospi-
talization. Anechocardiogram was initially performed
showing aortic prosthesis dvsfunction doe to signs of
leaflet rupture and mitral regurgitation. The patient
presented with fever spikes, following which antimi-
crobial therapy with meropenem (1K mg every 8 h
for 7 days) associated with fluconazole (400 mg/day
for 7 days) was started. On hospitali zation day 15, a
transesophageal  echocardiogram  was  performed
revealing biological prosthesis dysfunction with signs
of leaflet rupture, tmnsprosthetic regurgitation and a
sugpestive  presence  of  vepetation.  Themafler,

Published anline: 31 Cetober 2019

antifungal  therapy was immediately  changed to
amphotericin B (20 mg day) and a valve replace ment
wias required. However, no clinical improvements
occurred  following 14 days  and  another  trans-
esophageal echocardiogram was performed, showing
a large mobile mass (2,11 cm by 161 cm in size)
localized on the aortic valve, characteristic of fungal
vepelation (Fig 1A, Bl After this discovery, the
patient underwent aortic valve replacement being
maintained on amphotericin B treatment. During the
surgical procedure, an abscess between the commis-
sural posts and large fungal vepetation attached to the
aortic prosthesis were seen. To investigate the fungal
agent invelved in the formation of the fungal vepeta-
tion, a prosthetic valve sample (Fig. 1C) was submit-
ted 1o laboratory  tests, which included direct
microscopic examination in KOH (20% ) and Sabour-
aud Dextrose Agar culture, Direct microscopic exam-
ination of the tissue showed numerons hvaline veast
cells (Fig. 1D, After 7 days of incubation at 37 °C,
white and creamy veast colonies grew. The isolates
were identified as C paragpsiloss by LSU, 26 fDNA
DI/D2 domain sequencing and the newly penerated
sequence was deposited in GenBank under the acces-
sion number MH744739, with a sample being
deposited in the Cultures Collection Micoteca URM
(URMEOI2). After surgery, the clinical condition of
the patient deteriomted rapidly, and due to the

@ Springer
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Projeto viavel e dentro do que se recomenda sobre abordagem ética na pesquisa.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Termos presentes

Enderego: Av.da Eng sin® . 1" andar, sala 4, Prédio do Centro de Qéncias da Sadde
Bairro: Cidade Universitana CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8583 E-mall: cepccsfuipe.tr
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE %ﬂm
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
LFPE
Confnescia do Pescer: 2 EF 355

Recomendasbes:
filia ha
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de InadequacBes:
filia ha

Consideragies Finais a critério do CEP:
O Pratecala fai avaliate na reunido do CEP e estd APROVADD para iniciar a colata de dados. Inbormamos
fue a APROVACAD DEFINITIVA do projels st serd dada apos o ervie da Molilicasiio eom o Relabirio Final
da pf.-aquiaa. ] pe&quisadnr deverd fazer o download do modela de Realaldsio Final para anvil-ba via
“Netiicagio”, pela Platafarma Brasil. Siga as instrugtes da ink “Para enviar Relatdrio Final™, dizponivel no
site do CEP/UFPE. Apds apreciacio desse relatdrio, o CEP emilird nove Parecar Consubstancado definilive
pels sisterna Platafarma Brasil,

Informamos, anda, gue o (&) pesquisador [a) deve desenvolver a pesguisa conforme delineada nesls
pratacals aprevade, excelo quands perceber risce ou dans nao previste ao volunbars participante (ibem V.3,
da Resalugho CHSMS N° 48612

Eventuais modificasbes neata peaquisa devem ser solictadas alraves de EMENDA, a0 prajets, identificands
& paste do projoeoks a ser modificada & suss jusiicativas.

Para projeles com mais de um ano de execugdo, & obrigaldrie gue o pesquisador responsdvel pela
Protocalo de Pesguisa apresente a esie Comitd de Elica, relabdrios parciais das alividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da dala de sua aprovagdo (Bem X.1.3.b. da Resoluglo CNSMS N° 48612).
O CEFMUFPE deve sar informads de 1odos o8 afeflos sdversos ou falos relevanias =[] altaram o cursa
nommal do estuda (ikem V.5, da Resoluglo CNS/MS N 4B6/12). E papel dola pesguisadoria assegurar
todas as medidas imedalas a aduqmadaa frente & evenls adverso grave ocarmida [I'I'E-!I'rlﬁ =11~ terha sida
em oulro cenlrn) & ainda, enviar naliicacio & ANVISA — Agéncia Nacional de Viglanca Sanitria, junio com
S&U poskEORamano.

Este parecer foi elaborado baseado nos doecumentos abaivo relacionados:

Tipo Decumenta | Arguiva Poslagem Auicr Siluachn
Infarmagtes Basicas| PB_INFOR ES_BASICAS DO P | 25042018 ACEID |
do Projelo ROJETO 1006379, pal 10:45:58
Prejelo Delahaso | | Projelo.pdl 24/04/7018 |MELTHA CHAVES | Acelo
LBrochurs 207356 1LEITE DE ANDRADE
Enderegn: Ay, da Engenharia sin® - 17 andar, saka 4, Prédo do Ceniro de Cidncias da Sadde
Bakrt: Cidats Universitina CEP: 50 740600
UF: PE Municipis: RECFE
Talefone: [B1]2125-8588 Edmnailt  ciporsdiulps b
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