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RESUMO GERAL

As doencas neoplasicas representam um importantdepra de saude publica em
paises desenvolvidos e paises em desenvolvimentuirAioterapia e radioterapia
deprimem o sistema imune do individuo predisponde-ocinfec¢cdes flungicas
oportunistas. O desenvolvimento da infeccdo e @ gia lesdo que esta provoca
envolvem fatores de viruléncia produzidos pelo gat®. Os objetivos desse estudo
foram investigar a incidéncia de candidiases enagores de neoplasias sélidas ou
linfomas e a expressdo dos fatores de viruléncgaadgntes etiolégicos bem como
analisar dados de importancia epidemiolégica. Aestras clinicas foram coletadas e
processadas para exame direto, cultura e idemificados agentes através das
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas e melimgla automatizada. A deteccéao da
formacgéo de biofilme foi realizada utilizando o o semi-quantitativo baseado na
coloracdoe a atividade enzimatica foi detectada em meiogizagis contendo
diferentes substratos. Foram diagnosticados 1&adse@andidiases, sendo candidiase
oral a mais prevalente@andida albicansa espécie mais frequentemente isolada. Nao
foi possivel estabelecer associagdo com a ocupag&exo dos pacientes. A faixa
etaria mais acometida foi 50 a 69 anos e o trattrguimioterapico representou um
importante fator para o desenvolvimento de cansié&diaSessenta e sete por cento dos
agentes obtidos formaram biofilmé&e famataapresentou maior atividade proteasica e
fosfolipasica. Esse trabalho possibilitou a avalade candidiase em portadores de

neoplasias sdlidas ou linfomas, abordando os fatbeeviruléncia.

Palavras-chave Neoplasias soélidas, linfomas, candidiases, bnafjl atividade

protedasica, atividade fosfolipasica.



ABSTRACT

The neoplastic diseases represent an importanicguaslth problem in both developed
countries and those in development. Chemotheragyradiation therapy suppress
the immune system, predisposing the individualgpastunistic fungal infections. The
development of infection and degree of damage itses involve virulence factors
produced by pathogens. The aims of thisstudy waoe investigate the
incidence of candidiasis in patients with solid tusmand lymphomas and to analyze
expression of virulence factors of etiologic agents well as findings of
epidemiological importance. Clinical samples weollected and processed for direct
examination, culture and agents identification tgto the morphological and
physiological characteristics and automated metlogyo Detection of biofilm
formation was performed using semi-quantitative huodtbased on staining and
enzyme activity was detected in agar media comtginidifferent substrates. We
diagnosed 18 cases of candidiasis, oral candidiesng the most prevalent
andCandida albicansthe most frequently isolated specie. It was nossfme to
establish association with the patients” occupatiorgender. The most affected age
group was 50 to 69 years and chemotherapy repesbeart important factor for the
development of candidiasis. Sixty-seven percenttledd agents obtained formed
biofilms andC. famatashowed higher phospholipase and protease actiMitig. work
enabled the assessmentof fungal infectionsin epiti with solid tumors or

lymphomas, addressing virulence factors.

Key-words:  Solid malignancies, lymphoma, candidiasis, biofiprotease

activity, phospholipase activity.
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1. INTRODUCAO

As doencas neoplasicas tém se revelado um evigentdema de saude publica
mundial, com ocorréncia tanto em paises desenwadwidmo naqueles em desenvolvimento.
No Brasil, para 0 ano de 2012, estima-se a ocaaé&®cmais de meio milhdo de novos casos
da doenca, desses, 98% surgirdo em 6rgdos sohldbitos como tabagismo, etilismo, ma
alimentacdo e infecgBes virais ou bacterianas, alénfatores genéticos, sdo condigcdes
predisponentes ao desenvolvimento de neoplasiagmaal(INCA, 2011).

O avanco na terapia vem possibilitando maior satlee® esse grupo de pacientes, no
entanto, a quimioterapia e radioterapia apresengeopriedades mielotoxicas e, portanto,
deprimem o sistema imune do individuo, predispomda- uma série de infeccdes
oportunistas, como as de etiologia fungica (GaRruig-et al, 2004).

A grande maioria dos estudos acerca de infeccOedumistas em portadores de
cancer envolve pacientes com doencas hematoldgiabignas (Iweret al, 2000; Velascet
al., 2003; Cornelyet al, 2009), enquanto os dados sobre fatores de dstgacientes
portadores de tumores solidos sdo esparsos (Diettall., 2005; Shahiet al, 2008).

Entre os principais agentes envolvidos nas infex¢@rgicas oportunistas estao as
leveduras do géner@andida. As infec¢gbes envolvendo esses agentes, especialnasn
profundas ou invasivas (IFl), elevam consideravalmeos indices de morbidade e
mortalidade nesses pacientes (Ascioglual, 2002). Além de serem responsaveis por
permanéncia prolongada em hospitais e altos cussgsciados a assisténcia a saude
(Wisplinghoffet al, 2003; Pasqualotiet al, 2006).

Geralmente, espécies deandida sdo encontradas como organismos comensais
habitando o trato gastrintestinal, mucosas oralginal de individuos saudaveis. No entanto,
quando esse delicado equilibrio entre os dois syas € alterado, aquele considerado até
entdo colonizante passa a provocar infeccdes de braeas mucosas ou infecces
disseminadadesenvolvendo habito parasfkim; Sudbery, 2011).

Dentro do géneroC. albicansé considerada a principal espécie causadora de IFI
porém outras espécies vém se destacando nropicalis C. parapsilosisC. glabratae
C. krusei A utilizacao profilatica do antifungico flucondzmi um dos importantes fatores
para o surgimento das infec¢cOes causadas por legedaturalmente resistentes a este

triazdlico.
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Algumas espécies sdo mais isoladas na presencateteres vasculares e nutricdo
parenteral, enquanto outras se encontram assoc@disterminadas patologias como o
proprio cancer e estados de neutropenia (Colaghlab, 2006).

A capacidade de um fungo causar doenca em outemisrgo envolve mecanismos
gue permitem a adeséao e a invasao da célula/tdoitiospedeiro com posterior dano tecidual
superficial ou profundo. Dentre outros fatorestalemm-se o crescimento a 37 °C, a formagéao
de biofilme e a producédo de enzimas extracelulameap proteases e fosfolipases.

O biofilme € amplamente associado a virulénciaatégenos, uma vez que a maioria
deles desenvolve essa estrutura (Rareagé, 2005).

A produgcdo de enzimas esta envolvida em processwso ccrescimento e
multiplicacéo fangica, invasao e dano ao tecidghdsiro (Lacazt al, 2002; Koga-Itcet
al., 2006; Mohandas e Ballal, 2008).

E razoavel pensar que em pacientes com sistemaioamprometido a expresséo de
alguns desses fatores ndo ocorreria ou acontem@rigenor grau, uma vez que o ambiente
apresentaria menor resisténcia ao estabelecimentdtiplicacdo do agente infeccioso.

Devemos considerar os dados referentes ao aumestdndices de morbidade e
mortalidade e dos custos com tratamentos e int@esabospitalares decorrentes de uma
infecgdo fungica, bem como as lacunas existentesxcaaessas infeccbes nesse grupo de
pacientes relacionando os fatores de viruléncia alpsntes etiolégicos. Além disso, o
diagndstico precoce e eficaz, bem como a identdicade possiveis alvos terapéuticos, pode
proporcionar uma maior sobrevida e melljoralidade de vidalesses pacientes, além da
reducdo dos gastos com saude publica.

Diante deste cenario, nosso estudo objetiva iryarst incidéncia de candidiase em
portadores de neoplasias solidas e linfomas, beno @expressao dos fatores de viruléncia

por parte desses agentes etiologicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CANCER

Os termos “Cancer” ou “neoplasias malignas” séalizatios de forma genérica para
designar um conjunto de mais de 100 disturbioduiimdo tumores malignos originados a
partir de diferentes tecidos. Uma das definicogigadlas para cancer € “o rapido crescimento
de células anormais, ou neoplasicas, que creséamadg seus limites usuais, sendo capazes
de invadir tecidos adjacentes e se disseminar quaras 6rgdos”. O processo de invasao é
denominado metastase, a qual representa a maisa daudbito decorrente de cancer (OMS,
2011).

O cancer representa uma das principais causas de sm todo o planeta, sendo
considerado um evidente problema de salde pulitita2008, segundo as estimativas da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e da Agéncexrational para Pesquisa em Cancer
(IARC), esta doenca foi responsavel por aproximaaden 7,6 milhdes de mortes,
correspondendo a 13% do numero total de mortesefea@no. As mortes decorrentes de
cancer obedecem a uma tendéncia progressiva, pmddoancar indices superiores a 11
milhées em 2030 (OMS; IARC, 2008).

No Brasil, desde o ano de 2003, as neoplasias maaligonstituem-se na segunda
causa de morte na populacao, representando cert@%edos Obitos de causa conhecida
notificados no Sistema de Informacdes sobre Maoddk. No ano de 2009, foram registrados
aproximadamente 160.000 6bitos decorrentes de cAaqeis (INCA, 2011a).

O Instituto Nacional de Cancer José Alencar (IN@Aplica a cada dois anos um
documento contendo as estimativas de novos caguatindo qual pode se dimensionar o
impacto da doenca no pais. Considerando tal dodomémi estimada a ocorréncia de
518.510 novos casos para o ano de 2012, numersegoenfirma também no ano de 2013.
Deste total, 98% terdo como sitio primario da nesipl 6rgaos sdlidos. O cancer de pele do
tipo ndo-melanoma sera o mais frequiente na popylag@uidos por tumores de prostata,
pulm&o, coélon e reto e estbmago para o sexo mascwdi por canceres de mama, colo do
Utero, colon e reto e glandula tiredide para o $emonino. Para a populagdo geral, em ordem
decrescente de incidéncia sdo descritos 0s seguiateceres: cancer da pele do tipo nao

melanoma (134 mil casos novos), tumores de progd&tamil), mama feminina (53 mil),
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colon e reto (30 mil), pulméo (27 mil), estbmag0 (8il) e colo do utero (18 mil) (INCA,
2011b).

Pode ser observada uma heterogeneidade na digitbdé novos casos da doenca por
regides brasileiras, nas quais as regides NorteoreleNte apresentam as menores taxas,
enquanto as regides Sul e Sudeste, taxas maisdatevalimeros intermediarios séo
verificados para a regido Centro-Oeste do pais.a Par estado de Pernambuco,
aproximadamente 18.530 novos casos seriam detsctadaada ano da estimativa (INCA,
2011b).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2011)rsformacdo de uma célula
normal em uma célula cancerosa acontece em vas@gies e geralmente resulta da
interacdo entre fatores genéticos do individuo en@$ externos. Estes agentes sao
classificados em trés categorias: carcindbgenosofisicomo as radiacfes ultravioleta e
ionizantes; carcindgenos quimicos, tais como agspesimponentes da fumaca do tabaco,
aflatoxinas e arsénico; e carcindgenos bioldgiatzgins virus, bactérias e parasitas. Além da
interacdo com esses agentes, outros fatores aeimcdcaem ingestdo de alcool, dieta pobre
em nutrientes e sedentarismo.

Diversas sdo as abordagens terapéuticas pardamérto do cancer, envolvendo o
uso de quimioterapicos e/ou radioterapia assocrmdodo a remoc¢ao cirdrgica. Apesar do
sucesso dessas terapias para a cura de determifamksle cancer, por ndo apresentarem
toxicidade seletiva, podem provocar uma imunosssgae severa e prolongada. Tal condicéo
permite o surgimento de infec¢cdes oportunistasguess podem ser causadas pelos mais

diversos agentes, sejam eles de origem viral, bacteou fangica (Rafailidist al, 2007).
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2.2 INFECCOES FUNGICAS OPORTUNISTAS

A imunossupressao pode ser definida como a presigsm para adquirir infeccdes
gue normalmente ndo sdo detectadas em pessoasrcsistema imunoldgico competente. O
risco de um paciente imunossuprimido adquirir unfadcdo fungica € multifatorial e inclui
neutropenia por mais de dez dias, idade avancadagecativo, uso de corticosteréides e/ou
de antibidticos de largo espectro, transplanteéilimgp de células-tronco hematopoiéticas, uso
de cateter venoso central e disfuncdo de Orgaorci@=Ruiz et al, 2004). Soma-se aos
anteriores, a existéncia de colonizagéo fungicaigréuando o agente oportunista possui a
natureza colonizante (Staber al, 2007). Em geral, o tratamento das infec¢degitas
invasivas (IFI) alcanca reduzidos indices de swcdesapéutico, elevando as taxas de
mortalidade (Garcia-Ruigt al, 2004).

Os principais agentes envolvidos nas infec¢cesi¢angoportunistas sdo os fungos
filamentosos do génerbspergilluse as leveduras do géndatandida.No periodo anterior a
profilaxia com fluconazol (até meados da décad@jea candidiase invasiva representava a
principal IFI, no entanto, nos ultimos anos, a ggfEse invasiva e infecgcdes causadas por
outros fungos filamentosos (Zygomycetes e espéaésisariun) tém se tornado a principal
causa de mortalidade associada as IFI (Stthadr, 2007).

Esse quadro pode diferir consideravelmente enstuicoes e regides estudadas, o
qual pode ser influenciado também pelas técnicatiadmostico utilizadas e pelo nimero de
necropsias realizadas. Em aproximadamente 30% acdsnpes com cancer submetidos a
necropsia, sao detectadas IFI fatais (Chanatad.,, 2006). Novamente, nesses pacientes tem
sido observado um aumento consideravel de aspsegitwasiva e um declinio nas infecgbes
fatais causadas por espéciesGdmdida E importante considerar que o diagndstico de IFI
ante-mortens0 tem sido estabelecido numa minoria dessesmesié@Maschmeyer e Haas,
2008).

A observagdo prética e os estudos publicados mavelae o diagnostico das IFI
enfrenta obstaculos, devido a inespecificidade dwmmis clinicos e as controvérsias
relacionadas a determinacdo dos melhores métodos @adiagnostico. Apesar do
desenvolvimento de manuais praticgsiifeline$, o diagndstico precoce e confiavel nem
sempre é possivel, dificultando o desfecho do rratdo futuro (Asciogluet al, 2002;
Cornelyet al, 2009).
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A fim de minimizar as dificuldades para se estaigl® diagnostico de uma infeccdo
fungica, em 2002 um grupo consenso formado pelafean Organization for Research and
Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Goafive Group (EORTC) e pelo National
Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycos8tudy Group (MSG) publicaram
definicdes padrdo de IFI para abordagens clininadegpesquisa epidemiologica (Ascioglu
al., 2002).

Além de conduzir as hipdteses e confirmacdes deigas, tais definicbes foram
desenvolvidas para facilitar a identificacdo de pgeu relativamente homogéneos para
pesquisa clinica e epidemioldgica, orientar ensdioscos de novas drogas e estratégias de
tratamento e promover a comunicagdo internaciontik gpesquisadores (De Paww al,
2008).

Foram estabelecidos trés niveis de probabilidade [fd em pacientes com cancer ou
submetidos a transplante de células-tronco hemigtiges, sdo eles: “provada”, “provavel”
ou “possivel” infecgdo fangica invasiva. Para quiélaseja considerada provada basta que
um agente fungico seja detectado através de amdigdogica ou cultura de uma amostra de
tecido do sitio afetado pela doenca. No casdCdgtococcus neoformans deteccédo do
antigeno capsular no liquor ou a positividade dimexdireto contrastado com tinta da China
sdo evidéncias suficientes para estabelecer o @tiga de criptococose provada. Por outro
lado a definicdo de IFI provavel ou possivel basei@m trés pontos: um fator do hospedeiro
indicando que o paciente estava sob risco, sidaga@s e sintomas consistentes com a
doenca e evidéncias micoldgicas que incluam anéliseoscopica e cultura, mas também

testes indiretos, como os de deteccao de antigBeoBauwet al, 2008).
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2.3 Candidiases

O géneroCandida compreende espécies patogénicas e indcuas aasend. As
espécies patogénicas representam a causa maiteptevde infeccdes fungicas oportunistas
(Jacksoret al, 2009). No cenério hospitalar, as infeccbes pragas poCandidaspp.estao
entre as principais infecgdes nosocomiais, e ssuceslas a elevados indices de morbidade e
mortalidade, prolongamento do tempo de hospitaédizage aumento de gastos com servicos de
satde. A medida que se prolonga o tempo de permianém Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs) e se eleva a frequéncia de realizagdo deedimentos invasivos, a incidéncia de
colonizagdo ou infeccdo por espéciedadidaaumenta (Rentz; Halpern; Bowden, 1998).

Muitas vezes, 0 agente da infeccdo atua inicialeneatnoum organismo comensal,
habitando o trato gastrintestinal, mucosas oraagnal de individuos saudaveis sem causar
danos. No entanto, em determinadas condi¢cbes, pomecar infeccdes de membranas
mucosas ou infec¢des disseminadas (Kim; Sudbefiyt )20

A conversado deCandida spp., organismo comensal, em um patégeno, em geral
envolve a interrupcdo dos mecanismos normais desaefDs fatores responsaveis por este
déficit imunoldgico muitas vezes possuem origemogénica decorrentes do tratamento
guimioterapico, imunossupressor ou do uso de catetmdovasculares (Gonmetzal, 2010).

As formas mais comuns de infec¢do envolvendo espé@gCandidasdo aquelas que
acometem as unhas, as onicomico€eslbicansé responsavel por 70% dos casos, enquanto
C. parapsilosis, C. tropicali® C. kruseirepresentam 30%. As onicomicoses causadas por
espécies deCandidatém sido crescentemente observadas em individoos imunidade
comprometida em decorréncia de fatores como idadacada, diabetes, doenga vascular,
imunossupressao e uso de antibioticos de largaceepdambém € relatada em pacientes
com a Sindrome de DiGeorge, agamaglobulinemia eladia timica (Jayayatilake;
Tilakaratne; Panagoda, 2009).

Em individuos imunocompetentes, a permanente egdmsa umidade e compostos
quimicos, como detergentes, além da presenca wimdga(situacdes comuns para donas de
casa, agricultores e outras profissbes) sédo fatques contribuem para a existéncia de
onicomicoses provocadas p@Gandidaspp. acompanhada de paroniquia (Singal; Khanna,
2011).

Referente as infec¢bes de mucosas, o termo utligahndidiase pseudomembranosa,

a qual se caracteriza pela formacao de pontos dsagoe podem ser facilmente removidos,
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revelando uma area de inflamacdo na membrana swmigacEsse tipo de infecgéo
normalmente afeta as mucosas vaginal, da orofaridigeeséfago e gastrintestinal (Kim;
Sudbery, 2011). A candidiase vulvo-vaginal (CV\(Qnéa infeccdo comum e pode afetar 75%
das mulheres em pelo menos uma vez na vida, e atgummilheres apresentagpisodios
recorrentes (El-Diret al, 2001). A candidiase orofaringea (COF) € uma icéndbastante
comum em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéubigirida (SIDA), de tal forma que
a sua presenca é considerada um marcador do deserardo de SIDA em pacientes HIV-
positivos, apesar da reducdo na incidéncia aposdwenso da terapia anti-retroviral
(Thompsoret al, 2010). A COF € uma patologia também associatfneeres orais, uso de
proteses odontoldgicas e a pacientes terminaisdafitiéncia na producao de saliva (Runke,
2002).

Existem situacbes em que a candidiase se mandestarma cronica, acometendo
simultaneamente pele, unhas e mucosas, huma conthgéecida como candidiase muco-
cutanea crénica (CMC). CMC é um termo utilizadocapdenominar um grupo complexo de
desordens caracterizado por infeccbes persistentescorrentes, de longa evolucao e usual
resisténcia aos tratamentos, mesmo quando aplicadatamente (Eyericét al, 2010). Os
pacientes acometidos por essa patologia raramergendolvem infecgbes disseminadas
envolvendo o agente da CMC, o qual na maioria dass/é&C. albicans(Kirkpatrick, 2001).

A maioria dos casos tem inicio antes dos trés aeosdade e a maior parte dos
pacientes demonstra alteracdo da imunidade cetutadecorréncia de uma disgenesia timica
(Eyerichet al,, 2010).

As infecgBes de corrente sanguinea causadas pesiesgleCandidasédo conhecidas
como candidemia. Em pacientes com sistema imuaetmta protecao contra tais infec¢des €
promovida pela acdo da imunidade celular, espeergiendos neutrofilos. O déficit na
imunidade celular, provocado por determinados tipdse cancer ou agentes
imunossupressores, que pode ou ndo estar assacisuioressao da comunidade bacteriana
pela acdo de antibidticos, permite um supercrestiondo agente fangico. Além disso, a
injaria da mucosa oral em decorréncia de terapias agressivaso cradioterapia e
quimioterapia, também contribui para a proliferagdnvasao tecidual por parte deste agente,
até entdo considerado colonizante (Stadteal, 2007). Outros fatores de risco incluem
cirurgias do trato gastrintestinal, que permiterdisseminacdo de espécies presentes nesse
sitio, e uso de cateteres em UTIs, que podem aeswdtformacao de biofilme (Kim; Sudbery,
2011).
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Qualquer variavel que provoque desequilibrio darobiota ou lesdo da mucosa
gastrintestinal, locabnde hé rica colonizagéo por leveduras do géGarwdidg em até 70%
da populacédo, favorece um supercrescimento e/msldGacdo do fungo até os capilares
mesentéricos, podendo gerar uma infeccdo dissemirf@lombo; Guimardes, 2003).
Destacam-se nesse ponto a presenca de cateteos®veentrais, nutricdo parenteral, uso de
antibioticos de largo espectro, uso de corticogles) agentes quimioterapicos, cancer em
estagio avancado, doencas hematoldgicas maligsasptante de medula éssea ou 6rgaos
sélidos, neutropenia, cirurgia abdominal, queimasluextensas, hemodialise, ventilacéo
mecanica, permanéncia em UTIs e colonizagéo ppdriéungos (Arendrup, 2010).

Os sintomas da candidemia sdo semelhantes aos ptieessa bacteriana e o
diagndstico €, com frequéncia, dado tardiamentejugicando o sucesso da terapia
antifingica, quando se consegue administra-la alutexito do paciente. Em razéo disso, os
antifingicos sdo administrados de forma profilatigeds transplantes de medula 6ssea ou
cirurgias abdominais (Kim; Sudbery, 2011).

A colonizacédo prévia pela mesma espécie de leveevalvida na candidemia é
considerada um fator de risco independente parauw desenvolvimento. Métodos de
genotipagem mostram a similaridade entre cepasiiealates e infectantes, comprovando a
provavel origem enddgena da maioria das infecc@estgs patdogenos (Nucci; Anaisse,
2001).

A candidemia pode levar a infeccdo de 6rgédos inggroondicdo conhecida como
candidiase disseminada. Ambas as patologias repaeseserias condi¢cdes clinicas,
apresentando indices elevados de mortalidade, guanv de acordo com a causa exata e
fatores de risco predisponentes, podendo alcanéas(do dos casos (Kibblet al, 2003,
Pfaller; Diekema, 2007).

A candidiase sistémica em pacientes hospitalizagwesentou indices crescentes
durante as décadas passadas, figurando como a gaaga mais prevalente de infec¢des da
corrente sanguinea, com uma mortalidade associadé0%, indice que excedia aqueles
verificados nas bacteremias (Safeéaral, 2001). A maioria das infeccbes € causadaCpor
albicans Nos Estados Unidos, 52% de 379 episodios de demi foram provocados por
este agente (Pfallet al, 1998). No BrasilC. albicansfoi responsavel por 119 de 291 casos
(Colomboet al, 2006).

EnquantoC. albicansainda € considerada dentro do género, o prinaipahte de IFI,

outras espécies vém se destacando c@meropicalis C. parapsilosis C. glabratae C.
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krusei A utilizacdo profildtica do fluconazol aparecemm fator importante para o
surgimento das infeccbes causadas por levedurasalménte resistentes aos triazolicos,
comoC. glabratae C. krusei A fungemia provocada p@&@. parapsilosigem sido associada
ao uso de cateteres vasculares e nutricdo pareriegaanto que o cancer e a neutropenia se
relaciona com a infecgdo causada @ortropicalis (Bassettiet al, 2006; Colombcet al,
2006).

Além das formas clinicas apresentadas, candidiateetriginosa, balanopostite e
granuloma candiddsico sao outras doencas causadaspgcies do géne@andida(Eyerich
etal., 2010; Verma; Wollina, 2011).

2.4 Espécies d€andida

O g¢énero Candida é classificado dentro do filo Ascomycota, subfilo
Saccharomycotina, classe Saccharomycetes, ordechéamycetales (Hibbegt al, 2007).

O nome do género foi inicialmente utilizado paraigiear leveduras nas quais nédo havia sido
observado o ciclo sexual (Kim; Sudbery, 2011).

Existem mais de 150 espécies@rndida destas, cerca de dezessete estdo associadas
a micoses superficiais ou invasivas em seres husn@ignani; Solomkin; Anaissie, 2003).
Dessas 17 espécies, apenas cinco sao responsaveisip de 90% das infecgbes invasivas
por Candida C. albicans C. parapsilosis C. glabratg C. kruseie C. tropicalis Outras
menos frequentes sa@. lusitaniae C. guilliermondii, C. kefyr, C. rugosa C. famata C.
inconspicua C. norvegensisC. dubliniensis C. lipolytica, C. zeylanoidesC. pelliculosa
entre outras (Gomé al, 2010).

Estudos epidemioldgicos recentes apontamQ@juabicanspermanece como 0 agente
mais comum de candidemia nos Estados Unidos, nap&we na Ameérica Latina, apesar da
frequéncia de isolamento de espéciesCdmdida ndo- Candida albicanter aumentado
durante as Ultimas décadas, alcancando indicesagiaen entre 40 a 50% dos casos (Pfaller;
Diekema, 2007; Lass-Florl, 2009; Nuai al, 2010). A taxa de mortalidade de candidemia
provocada por espécies ndiricans & no minimo tdo alta quanto aquela envolve@lo
albicans(Dimopouloset al, 2008)

Apesar de ser a espécie consideravelmente maiadésatm todo o mundo, a
frequéncia de infeccbes p@. albicansvaria de acordo com a faixa etaria dos pacientes,

sitios anatdmicos afetados, uso prévio de antib@sge presenca de co-morbidades (Pfaller;
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Diekema, 2007). Esta espécie é naturalmente sémsteelas as drogas antifingicas de uso
sistémico, mas casos de resisténcia adquirida ic@z®ao conhecidos em pacientes que
foram expostos prolongadamente a estes medicamehtossisténcia a anfotericina B é
raramente relatada (Sanglard; Odds, 2002).

C. parapsilosisapresenta-se, desde a década de 80, como um amigopatégeno
hospitalar de fungemias, é uma espécie encontrais ma pele do que em superficies de
mucosas a qual possui como caracteristica mareacépacidade de proliferar em solucdes
contendo glicose, formando biofilmes em cateteyegje permite estabelecer uma associacao
entre a utilizagdo de cateter venoso em posicawaten maior ocorréncia de fungemia por
essa espéecidambém € notavel a sua associacdo com nutric@mtpaal e predilecdo por
criancas e neonatos pré-termo. A maioria dos issla@ mostra sensivel aos triazolicos e a
Anfotericina B e as taxas de mortalidade por espaae sdo mais baixas que as apresentadas
por outras espécies @andida(Colombo; Guimaraes, 2003; Pappasal, 2003; Gomézt
al., 2010). Em paises da América Latir@a, parapsilosistem sido reconhecida como a
segunda principal causa de infeccdo invasiva ewmratifes estudogGodoy et al, 2003;
Goldani; Mario, 2003).

Em 2005,C. parapsilosispor se apresentar como um tdxon heterogéneo o pe
vista genético, foi reclassificada em trés espédiesparapsilosis C. orthopsilosise C.
metapsilosigTavantiet al, 2005). Em um estudo realizado no Brasil, atraleferramentas
de biologia molecular, foi revelado que de 141ladok de corrente sanguinea identificados
como C. parapsilosis 9% eram na verdade. orthopsilosise 3% pertenciam a espédce
metapsilosigGoncalvest al, 2009).

O uso prévio de fluconazol tem sido associado figiivamente a infec¢des par.
glabrata uma vez que essa espécie apresenta menor Sdadibib este antifungico. Além
dos problemas terapéuticos associados aos azdicasjatada uma menor susceptibilidade
de isolados desta espécie em relagdo a anfoteili(Rfaller et al, 2001). Outro aspecto
interessante sobre a epidemiologia deste patégena gaior ocorréncia em pacientes idosos
(Diekema; Pfaller; Jones, 2003}. glabrata constitui a segunda ou terceira espécie mais
comum na maioria das séries de candidemia relatetaEstados Unidos e Europa (Abi-Said
et al, 1997).

Candida kruseé uma espécie naturalmente resistente ao flucbeagoe, portanto,
também adquiriu vantagens no processo patogérpentia do uso desse medicamento. Tem

se revelado como um patdégeno hospitalar ocasipaglcularmente, em pacientes portadores
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de doencas hematoldgicas malignas e/ou submetittamsplante de medula éssea (Ivetn
al., 1995).

Candida tropicalispossui consideravel potencial biolégico como agemertunista
qguando o hospedeiro encontra-se neutropénico, quadupressao da flora bacteriana pelo
uso de antimicrobianos e danos na mucosa gasstiak Tem sido reportada como o
segundo ou terceiro agente etiolégico mais comumcaledidemia em pacientes com
neoplasias, sendo sua freqiéncia maior em leucemmanor em tumores solidos (Colombo;
Guimaraes, 2003). No Brasil, mesmo em pacientegppn@adores de cancer, € uma espécie
gue apresenta importante frequéncia de isolam&hditd et al, 2010).0s isolados clinicos
desta espécie sdo sensiveis a anfotericina B gramale maioria das vezes, aos triazélicos
(Ozhak-Baysamet al, 2011).

Outras espécies deandidaapresentam-se menos frequentes, porém sdo im@stant
devido principalmente a resisténcia apresentadamtdsingicos comercialmente disponiveis.
Fazem parte desse quadé lusitaniag a qual tem sido frequentemente associada a
resisténcia natural ou adquirida a anfotericin&lBwkins; Baddour, 2003¥;. guilliermondii,

a qual vem sendo reconhecida como patégeno emergelsicionado principalmente a
pacientes com cancer com resistémciatro e in vivo a anfotericina B (Hazen, 1995; Brigb

al., 2011);C. rugosa que apresenta reducéo na sensibilidade ao flaohressim comdC.
guilliermondii; C. inconspicua C. norvegensisas quais apresentam resisténcia intrinseca ao
fluconazol, sendo a primeira mais relacionada camyémia em pacientes soro-positivos para
o Virus da Imunodeficiéncia Humana e com enfermeddaematologicas malignas (Pfaller;
Diekema, 2007).

Em alguns casos pouco frequentes, podem ser isolad® de um tipo d€andida
em uma unica hemocultura. Nesses casos, a origasmmomraum do fungo costuma ser 0s
cateteres vasculares e sua retirada junto contio ida terapia antifingica € uma importante
medida para o tratamento desses pacientes (Gena¢z2010).

A partir do momento em que 0os mecanismos de defe$mspedeiro sdo alterados, 0
processo de infeccéo se inicia. No entanto, sonwefdaeor imunoldgico ndo é suficiente para
o desenvolvimento da patologia, participando desteesso os fatores de viruléncia dos

patdgenos.
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2.5FATORES DE VIRULENCIA

Os fatores de viruléncia consistem nos mecanigquesermitem a invasao da célula
ou tecido do hospedeiro com posterior dano tecidupérficial ou profundo. Muitos fatores
de viruléncia sao considerados tdo Obvios que paess nem sdo analisados, como por
exemplo, a habilidade de crescimento a 37 °C gbbofisioldgico, elementos essenciais para
a viruléncia de fungos que invadem tecidos profsndd tamanho compativel com os
alvéolos é outro fator importante para fungos attips através da inalacdo de esporos
(Hogan; Klein; Levitz, 1996).

A maioria dos patdgenos, inclusive as espécigsatrlidg desenvolveu uma série de
moléculas e estratégias especificas para auxidiacatonizacdo, invasao e patogénese. Os
fatores de viruléncia expressos por espécieS€atedida variam conforme o tipo, local e
estagio da infeccdo, e a natureza da resposta imoneospedeiro, sendo 0s principais:
capacidade de aderéncia a diferentes mucosas é@icgpito dimorfismo com producdo de
estruturas filamentosas que auxiliam na invas&uwlas, mudanca de fendtipfmrmacéo de
biofilme e a producdo de enzimas extracelularesocpmteases e fosfolipases (Colombo;
Guimaraes, 2003; Mohandas; Ballal, 2011).

Apesar da determinacdo genética, a expressdo dosesfade viruléncia pelos
microrganismos ocorre quando estes sdo submetidesas condicdes ambientais, como teor
nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatui@s Tondicbes sdo especificas para cada
microrganismo e para cada isolado de determinaeotegpodendo variar de hospedeiro para
hospedeiro e mesmo entre os diferentes tecidos ndemesmo hospedeiro (Alvares;
Svidzinski; Consolaro, 2007).

Nem sempre todas as etapas de viruléncia sdo aaspguor um microrganismo, no
entanto, o contato entre o patégeno e a camadaeqolere a superficie epitelial da mucosa do
hospedeiro € um requisito basico para o desenvehtion da infeccdo. A aderéncia
permanente entre o patdgeno e o tecido do hospedegjuer o estabelecimento de ligacdes
especificas entre macromoléculas denominadas adediestruturas da superficie do
microrganismo) e receptores especificos nas cékuasarioticas (laminina, fibronectina e
fibrina) (Ribeiroet al, 2004; Silveet al, 2011).

Em resposta a situacées ambientais, tais como nu@sde elementos do soro
sanguineo, elevacao do pH e temperatura, ou caxldé privacdo de nutrientes, algumas

espécies d€andidatransitam da forma de levedura brotante para fdiaaentosa (hifas
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verdadeiras e pseudo-hifas). Essa transicdo leaddiar inclui sérias alteragbes no padrdo de
expressao génica, e se mostra essencialmente anggoripara a patogenicidade de
determinadas espécies, uma vez que mutante€.dalbicans por exemplo, que nao
conseguem realizar a transicdo de uma forma pdra, capresentam viruléncia atenuada
(Whiteway; Oberholzer, 2004). O desenvolvimentondieélio pelas espécies deandida
também favorece as infec¢Bes fungicas uma vez qfmneato micelial propicia maior
aderéncia, dificultando a acéo fagocitaria peltesis imune (Ribeiret al., 2004).

Além do fendmeno dimorfico, as leveduras do gér@andidg também transitam
entre a morfologia usual, com células redondasaasafenétipowhite), e um tipo celular
alongado com estrutura superficial alterada, o tpialenominado opacmpaqug em razao
da aparéncia das colonias produzidas por essdas@m placas contendo agar (Ramirez-
Zavalaet al, 2008). A transicaavhite-opaquecontribui para uma melhor adaptacdo das
espécies a diferentes nichos do hospedeiro, ermuaéhtlaswhite sdo muito mais virulentas
que as célulagpaqueapos a infeccao intravenosa, o fendtipaqueé superior em infectar a
pele (Kvaalet al, 1999). Como as célulaypaqueséao instaveis a 37 °C, acredita-se que a
transicdo entre as duas formas pode ser especialme@vante em ambientes do hospedeiro
com temperaturas mais baixas, como a pele (Laetkal, 2003). Esse mecanismo de
switching fenotipico apresenta alta frequéncia e reverddilié epode favorecer também
mudancas na sensibilidade a drogas antifungicéif@et al, 2004).

Formacéo de biofilme

Os biofilmes séo conceituados como uma comunidésksl saracterizada por células
gue formam microcoldnias, aderidas a um substaatopa interface, ou ainda umas as outras,
envoltas numa complexa matriz extracelular de énogs poliméricas, exibindo um fenoétipo
alterado no que diz respeito a taxa de crescimaitmwbiano e a transcricdo genética (Silva,
2009). A formacgdo dessa estrutura por espécigSamelidatem sido demonstrada em uma
diversidade de superficies abioticas, inclusivpabigivos médicos (Ramags al, 2006) e
representa importante etapa para o desenvolvintntinfeccdo clinica, uma vez que uma
significativa proporcdo de infec¢cdes microbianas lmanos envolve a formagcao dessa
estrutura (Ramaget al, 2005). Os organismos presentes no biofiime cotapese de
maneira distinta daqueles chamados de planctonimostrando-se refratarios a terapia

(Douglas, 2003). Outras vantagens do biofilme aciuprotecdo contra componentes do
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ambiente, disponibilidade de nutrientes, cooperagétabodlica e troca de material genético
(Mohandas; Ballal, 2011).

Como algumas espécies Gandidaséo frequentemente encontradas na microbiota
humana normal, torna-se mais facil a sua interag@m a maioria dos biomateriais
implantados e superficies do hospedeiro. O sugodelonizacdo e a formacao de biofilme
por Candidaspp. foram demonstrados em diversos dispositivomo&bents shunts proteses,
implantes, tubos endotraqueais, marcapassos esvipims de cateteres. O tratamento das
infeccbes associadas a esses dispositivos quasdoiadas a biofilme pode ser dificil e
oneroso, uma vez que a infeccdo geralmente reap@® o término da terapia antimicrobiana,
e, para a resolucéo faz-se necesséria a remogdispisitivo (Kojic; Darouiche, 2004).

Entre os fungosC. albicanspermanece como a espécie mais comumente assaciada
formacdo de biofilme. Nessa espécie, o desenvohtimmdessa estrutura envolve trés fases:
aderéncia das leveduras a superficie do dispogfage inicial), formacdo de uma matriz com
morfogénese de transicao (fase intermediaria) eeatonde material da matriz adquirindo
uma arquitetura tridimensional (fase de maturag@ohiofilme maduro deCandidapossui
uma mistura de formas e consiste numa rede densieveduras, hifas e pseudohifas
envolvidas numa matriz de polissacarideos, outrdso@dratos e componentes desconhecidos
(Douglas, 2003).

Alguns fatores influenciam a formacdo e a estautdos biofilmes formados por
Candida tais como a natureza da superficie de contatrefmambientais (disponibilidade de
glicose e hidrofobicidade da superficie, por exempdimorfismo levedura-hifa e a espécie
envolvida (Kojic; Darouiche, 2004).

A maioria das espécies @andidaproduz biofilmein vitro em graus diferenciados.
Hawser e Douglas (1994) demonstraram d@lieparapsilosis C. pseudotropicalise C.
glabrata produzem significativamente menos biofilme oQe albicans Essa informacéo
também foi verificada por Kuhet al. (2002) que, além deste aspecto, também revelanam q
o biofilme formado porC. albicansapresenta uma morfologia mais controversa que @aquel
formado poIC. parapsilosiscomposto apenas por blastosporos agrupados.

Os estudos acerca da variabilidade na producdoafiéme entre cepas da mesma
espécie tém apresentado resultados divergentésalasslo a importancia da utilizagdo de
uma metodologia bem estabelecida, bem como a ianpméa do fato de qu€andidaexibe
ampla diversidade fenotipica, o que pode ser mlado a patogenicidade e/ou viruléncia
(Kojic; Darouiche, 2004).
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Producao de enzimas extracelulares: proteases e flagases

As enzimas proteoliticas pertencem ao grupo daslhgks, as quais possuem em
comum o envolvimento de agua na formacédo do prodigoproteases incluem todas as
enzimas que catalisam a reacdo hidrolitica dags@gmpeptidicas das proteinas, digerindo-as
em peptideos ou aminodcidos livres, ocorrendoresfieeéncia de componentes do substrato
para a agua (Romest al, 2001).

Staib (1965) foi quem primeiro noticiou o efeitoofmolitico extracelular em
leveduras, através da observacdo do crescimer@o adicansem meio contendo albumina,
como fonte simples de nitrogénio. A producdo dermeaz proteoliticas aumenta a habilidade
do organismo em penetrar o tecido e de evadir-sgstiema imune do hospedeiro, uma vez
que estdo envolvidas nos processos de dano a meant®hular, clivagem de anticorpos IgA
e IgG, lise de gueratina, hemoglobina, colagenaieima (Cutler, 1991; Ribeiret al, 2004
Mohandas; Ballal, 2011).

Essas enzimas pertencem ao grupo das proteings@sics secretadas (SAPS), as
quais séo detentoras de baixa especificidade fistraios protéicos, sua atividade pode ser
detectada, por exemplo, em meio contendo albunersocb bovino a pH 5,0 (Ribeist al,
2004). Outros substratos utilizados em estudogitro sdo a caseina do leite e a gelatina
(Kumaret al, 2009). A acdo dessas enzimas foi verificadaitro através da observacéo de
que cepas mutantes ndo proteoliticas de isolad@geroCandidasdo menos patogénicas
para camundongos em relacao as cepas selvagendd¢iad; Odds, 1980).

As fosfolipases representam outro grupo de enzenaslvidas com o mecanismo de
infecciosidade d€andidg essas enzimas foram inicialmente descritas pan&/€1966), o
qual verificou a atividade em cultivos @ albicansem meio de cultura enriquecido com
gema de ovo (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolaa). De forma semelhante as SAPs, as
fosfolipases também sdo dependentes de pH &cifioa(3,7) e sdo codificadas por uma
familia génica, compreendendo as fosfolipases A B8, lisofosfolipase e lisofosfolipase

transcetilase (Ribeiret al, 2004).
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O termo fosfolipase refere-se a um grupo heteragéeeenzimas que compartilham a
capacidade de hidrolisar uma ou mais ligacdes aesstée glicofosfolipidios (Ghannoum,
2000). O meétodo proposto por Price, Walkinson e t(ge(l1982) permite a deteccdo
semiquantitativa da atividade fosfolipasica em geanimero de amostras de fungos em meio
de cultura contendo lecitina e calcio.

O caréter patogénico das fosfolipases reside ro datque afetam diretamente os
fosfolipidios das membranas celulares dos hospeEsjepermitindo a penetracdo da hifa e
provocando lesdes teciduais de graus diversosndepdo do organismo invasor e do tecido
invadido (Kantarcioglu; Yucel, 2002).

Em decorréncia da incidéncia crescente de infecgdessivas porCandida spp.,
existe um grande interesse em estudar os fatoregudéncia dessas espécies, incluindo a
producao de biofilme e enzimas extracelularesmadie estabelecer estratégias de controle e
prevencdo de candidiase e também de determinaiv@igsalvos para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas (Kantarcioglu; YQ0eR?).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de coleta

As amostras clinicas utilizadas nesse estudo faraeletadas a partir de pacientes
assistidos nos ambulatérios e enfermarias do Husdit Céncer de Pernambuco e do
Hospital Geral Otavio de Freitas, ambos localizadascidade do Recife/PE. A coleta das
amostras e 0 acesso aos prontuarios dos pacieatasoptencdo dos dados clinicos e
epidemiologicos foi realizada apds submiss&o evagém por Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos, numero do CAAE: 0009.0.447.Q0@&NEXO 1).

3.2 Coleta de amostras

Os pacientes foram examinados pelo corpo clinioo @ela executante do estudo
durante o periodo de maio de 2010 até outubro di# @@ra verificacdo de indicacdo clinica
de hipétese diagnostica de micoses. Conforme aegaspe infeccdo fungica, foram
realizados procedimentos adequados para coleta mdestms de acordo com as
particularidades de cada caso e conforme literaspacializada (Lacat al, 2002).

Para lesGes de cavidade oral, foram utilizesdesbsde algodéao esterilizados, os quais
foram friccionados sobre as lesfes e posteriormaotedicionados em tubo de ensaio
contendo agua destilada esterilizada adicionaddodanfenicol na concentragdo de 50 mg/L.
Para lesdes sugestivas de infec¢gfes de pele conuinimses, escamas epidérmicas e ungueais
foram obtidas por escarificacdo com o auxilio cubi esterilizado.

Quando os pacientes apresentaram sinais clineasfeccdo do sistema respiratorio,
amostras de escarro, em triplicata, foram colh&tasjejum apds higienizacdo da cavidade
oral e em hip6tese de fungemia, o sangue coletadiaoculado em meio infusdo de cérebro e
coracao (BHI). Fragmentos de tecido foram obtidmspgwofissionais habilitados do referido
hospital.

Apés a coleta, os espécimes clinicos foram emtwdos ao Laboratorio de
Micologia Médica do Departamento de Micologia davérsidade Federal de Pernambuco,

para realizacdo do diagnostico micologico atraweexame direto e cultivo.
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3.3 Processamento das amostras clinicas

Espécimes clinicos como secrecao obtidasp@be escarro foram manipulados para
exame direto a fresco (sem adicdo de clarificanteopante), escamas epidérmicas e ungueais
e fragmentos de tecido foram clarificados com smugquosa de hidréxido de potassio a
20%. Paralelamente, as amostras foram inoculadagmeadas em duplicata, na superficie
do meio agar Sabouraud adicionado de 50 mg/L aardienicol, contido em placas de Petri e
mantidas a temperatura de 30 °C e 37 °C por atéa30

Apds o crescimento de colbnias, foi preparada sissjwe das células em agua
destilada adicionada de cloranfenicol numa conaeatr de 50 mg/L e, a partir dessa
suspensao, 0,2 mL foi semeado por estrias na $tipaitb meio agar Sabouraud contendo 50
mg/L de cloranfenicol contido em placas de Pets. u#nidades formadoras de colbnias
fungicas foram repicadas para tubos de ensaiomdmt@gar Sabouraud.

Apés a obtencao de cultura pura, foi procedidaatificacdo dos isolados.

3.4 ldentificacéo dos isolados

A identificac&o dos isolados foi realizada de doatom a metodologia convencional,
através da observacdo de aspectos macro, microes@pifisiolégicos e, quando necessaria,
automatizada (Lacaz al, 2002).

3.4.1. Caracteristicas macroscopicas

Foram realizadas diferentes andlises fenotipicamaiametro, bordos, consisténcia e
coloracdo das colonias, producao de pigmentos paeata crescimento (Poret al, 1998;
Barnettet al, 2000; De Hoogt al, 2000).

3.4.2. Caracteristicas microscoépicas

A verificacdo das microestruturas soméaticas e crpieas foi realizada a partir de
culturas com 48 horas de crescimento em meios u-lite para a observacéao de forma das
células, tipo de brotacdo, formacdo de pseudo-mi@Imicélio verdadeiro, producdo de

clamidosporos ou esporos de origem sexuada (Batnatf 2000; De Hoogt al., 2000).



SOUZA, A.P.M. Formacéao de biofilme e atividadestpésica e fosfolipasica... 31

3.4.3. Caracteristicas fisiologicas

Para leveduras, as andlises fisiologicas e biogaBnioram realizadas por meio de
testes de assimilacéo e fermentacédo pela utilizég@mmpostos de carbono, assimilacéo pela
utilizacdo de compostos de nitrogénio (Bareétal, 2000; De Hooget al, 2000), producao
de urease (Lacazt al, 2002) e producéo de &cido acético (Bareetl, 2000; Lacazt al,
2002). Além disso, os isolados foram submetidodeatificacdo por método automatizado,
utilizando o sistema Viték2 (BioMérieux) no Laboratério Central de Salde IRéb- Dr.
Milton Bezerra Sobral FUSAN (LACEN - PE).

3.5 Deteccéo da formacao de biofilme

A avaliacdo da capacidade de formacéo de biofibhesalizada utilizando o método
visual descrito por Shiet al (2002). Os isolados foram semeados no meio aaousaud
contido em placas de Petri e mantidos a 37°C pond2ds. Posteriormente, foi realizada
suspensdo em solucdo salina na concentracdo fmaBxdd unidades formadoras de
colonias/mL, aferida a partir de contagem em Camarsleubauer. A partir dessa suspensao,
1 mL foi inoculado em 9 mL de Sabouraud liquidotmmem tubos de poliestireno (Tubos
de Falcon), sendo o teste mantido a 37°C por 2dhaggtacdo. Em seguida, o conteudo foi
aspirado e os tubos lavados com agua destiladdlizatia e posteriormente, adicionado o
corante fucsina (QEEL-Quimica Especializada Erittia). para realizacdo da avaliacdo de
acordo com a intensidade da coloracéo.

A interpretacdo foi realizada de acordo com o @stp por Shinet al (2002):
coloracao fraca (1+); coloracdo mediana (2+ a 3fgriemente corada (4+), representando

capacidade fraca, moderada e forte de formacamtikre, respectivamente.
3.6 Detecgéo da atividade enzimética
Preparo do indculo
Os isolados foram crescidos em meio agar Sabowenttdo em placas de Petri para
crescimento a 30 °C por 48 horas. Apds o crescomdatam preparadas suspensdes de

células em agar-agua na concentracao de 2%, atwsste Tween 80 (0,2%), para obtencéo

de 10 células por mL. Dessa suspensdo, foram retiradok & inoculadas em trés pontos
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equidistantes nas placas de Petri contendo meio sudistrato especifico ou em tubos
contendo o substrato gelatina.

Atividade proteasica

A atividade proteasica foi detectada segundo a doéigia de Aokiet al (1990),
utilizando como substrato a albumina de soro bo(B®A), e Lacazt al. (2002), com 0 uso
de caseina do leite (CL) e gelatina como substr&sesmeios contendo BSA e CL foram
contidos em placas de Petri e 0 meio contendoigal&i contido em tubos de ensaio. Os
ensaios foram incubados a temperatura de 37 °Qtéuwsate dias em triplicata.

Apéds o tempo de crescimento da cultura em cadaratdysfoi observada a formagéo
de halo em torno da colbénia. No caso do substratig&ra diferenciar a protedlise verdadeira
da producdo de metabolitos acidos e alcalinos dositino leite, adicionou-se solugéo
acidificada de cloreto de mercurio.

A zona de atividade (ZA) foi calculada de acordenca metodologia proposta por
Kantarcioglu e Yucel (2002), o qual adaptou a pretacdo do método de Price, Walkinson e
Gentry (1982). A Zona de atividade (ZA) foi obtid&ravés da medicdo do diametro da
colénia e da zona de precipitacédo e aplicacdomauld descrita abaixo:

O da coldiua

ZA=

O da colonia+ Zonade Precipitagao

Onde:
ZA = Zona de Atividade
@ da colbnia = Diametro da Colbnia

Zona de precipitacdo = Halo Formado

Interpretagéo:
e ZAentre 0,90 — 1,0cm = + (muito fraca)
» ZA entre 0,89 — 0,80cm = ++ (fraca)
o ZAentre 0,79 — 0,70cm = +++ (forte)

e ZA <0,69cm = ++++ (muito forte)
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Para o substrato gelatina foi observada a liquefagdndo da gelatina. Apos sete dias
de crescimento, as culturas teste, em triplicatanecontrole negativo (tubo sem inéculo da
cultura) séo refrigerados a 8 °C por 30 minutogtigidade enzimatica foi considerada
positiva quando o meio permaneceu liquefeito (tpskEtivo); quando o meio readquiriu a

consisténcia solida, foi considerado ausénciaidiglatle enzimatica (teste negativo).

Atividade fosfolipasica

Para deteccdo da atividade fosfolipésica, foi admto método proposto por Price e
Cawson (1977), utilizando agar Sabouraud e sais adipdo de lecitina de soja como
substrato, contido em placas de Petri. Apos o indem trés pontos equidistantes, as placas
foram incubadas a temperatura de 37 °C durantas/ siendo observada a formacdo ou nao
de halo em torno da colonia. Quando presente, @ foalmedido e interpretado de acordo

com a féormula descrita acima.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados epidemioldgicos e diagndstico laboratotimicologico

Durante o periodo de setembro de 2010 a setemb201k foram examinados 225
pacientes com tumores soélidos ou linfomas, densrequais, 53 apresentaram hipotese
diagndstica para micose superficial ou invasivap@sentes apresentaram sinais clinicos de
infeccbes de cavidade oral (n=21), de pele (n=d6)corrente sanguinea (n=6), de trato
respiratorio (n=3) e de onicomicoses (n=2) (FiglyaUm paciente com suposta infeccdo
pulmonar foi excluido do estudo, pois ndo foi pesisioletar a terceira amostra de esputo.

Figura 1. Aspecto de lesBes em pacientes com tumores sohddesdo disseminada
em pele, apresentando areas descamatfyaB:(Aspecto clinico de lesdo de cavidade
oral, apresentando diversas placas esbranquicathailas a mucosat) C: Leséo
subungueal, com acometimento distgt O: Aspecto de imagem radioldgica de térax,
demonstrando infiltrado leucocitario nos pulmdgsg formagédo de massa fangica na

base do pulméo esquerdo (seta larga).
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Dos 52 pacientes com hipétese diagnéstica de mie@%e(31) pacientes pertenciam
ao sexo masculino e 40% (21) era do sexo femirfigufa 2). Em 8% (18) dos casos, foi
possivel confirmar o diagndstico de candidiasestd3e 72% (13) eram do sexo masculino e
28% (5) do sexo feminino (Figura 2).

A maior prevaléncia do sexo masculino também feieobada por Diekema, Pfaller e
Jones (2002) e Aromt al (2011), ambos abordando a incidéncia de candidédiferente do
observado em nosso estudo, ndo foi possivel estavaliferenca significativa entre os sexos
no que diz respeito a incidéncia de candidiasespanientes com cancer no trabalho
executado por Pasqualotéd al. (2006), no qual 51,6% dos pacientes pertenciarsexo
masculino.

A principal faixa etaria dos pacientes com suspgtanicose foi a entre 50 e 69 anos,
com idade média de 53 anos, 0 paciente mais jopeasentava quatro anos e 0 mais idoso,
86 anos de idade (Figura 3). Esse dado esta déocacom o descrito na literatura, segundo a
qual, as micoses podem afetar individuos em qualglede; os jovens e idosos sao
acometidos a depender do grau de comprometimentaoidgico e quantidade de inéculo do

patogeno (Nanet al, 2010).

28%;5

B Homens

Mulheres

72%;13

Figura 2. Percentual dos pacientes portadores de neopladlaas ou

linfomas com hipo6tese diagndstica de micose dedactrm o sexo.
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Figura 3. Faixa etaria dos pacientes portadores de neoplasiddas ou
linfomas diagnosticados com candidiase.

Em um estudo realizado por Bodetyal. em 1992, no qual foram coletados dados
internacionais de necropsias em pacientes com iG&ocam identificadas infec¢des fungicas
em 25% dos pacientes com leucemias, 12% dos pesieotn linfoma e 5% dos pacientes
com tumores solidos. Em nosso estudo consideraasaednfeccdes fungicas superficiais até
as invasivas, quando as primeiras podem nao teratidrdadas no estudo de Bodtyal.
(1992).

A incidéncia e o desenvolvimento de infec¢des feagjiinvasivas (IFI) em pacientes
oncoldgicos ndo tém sido abordados por estudoscéniiticos recentes, o que torna dificil a
obtencao de estimativas fidedignas da frequéncsaedépo de infeccdo nessa populagao.
Além disso, a maioria dos estudos acerca do tem@esipeito as malignidades hematoldgicas,
provavelmente em razdo da menor frequéncia debisdreada nesse grupo de pacientes.

Em geral, quando comparados com pacientes porsadoie malignidades
hematoldgicas, os portadores de neoplasias s@std® sob menor risco de desenvolver e
respondem melhor ao tratamento das IFI (DiNudilal, 2005).
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A maioria dos pacientes do grupo estudado aprasemtoores na cavidade oral
(22%). Tumores gastricos (16%¢ymores 0sseos (11%) ou linfomas ndo-Hodgkin (11%)
vieram em seguida. Os outros tipos de tumores ef#doritos na Tabela 1. Um estudo
abordando candidemia apontou maior prevalénciageres do sistema digestivo (77,1%),

do sistema genitourinario (36,0%) e ginecoldgicd§%) (Pasqualottet al., 2006).

Tabela 1. Dados epidemiolégicos dos pacientes portadores ndeplasias sélidas

diagnosticados com candidiases.

Registro | Sexo Ocupacao Idade Tumor Tratamento do
paciente (anos) cancer
1| M  Semocupacdo 4 Tumor renal QT
2 F Comerciante 53 Tumor géstrico QT
3| M  Aposentado 76 Linfoma n&o-hodgkin QT
4| M  Pedreiro 65 Tumor em cavidade oral N&o tratado
5| F Nao informado 36 Tumor 0sseo QT/cirurgico
6| M  Cobrador 41 Tumor ésseo N&o tratado
7| M  Soldador 52 Tumor de lingua QT
8| M Comerciante 53 Linfoma n&o-Hodgkin QT
9 F Agricultora 53 Tumor raquimedular QT
10| M Policial militar 66 Tumor em cavidade oral QT&R
11| F Do lar 52 Tumor de mama QT/cirdrgico
12| M  Pedreiro/seguranca 44 Tumor gastrico QT
13| M  Aposentado 79 Tumor gastrico Cirargico
14| M  Aposentado 86 Tumor em cavidade oral RT
15| F Enfermeira 56 Tumor de mama QT
16| M  Cortador de cana 43 Tumor de regido QT
inguinal
17| M  Agricultor 26 Tumor de testiculo QT
18| M  Aposentado 81 Tumor de pulmé&o Né&o tratado

Legenda: F=feminino; M=masculino; QT=Quimieatgia; RT=Radioterapia
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Os pacientes que apresentaram diagnostico de niietzgaram ocupacdes diversas,
ndo sendo possivel estabelecer nenhuma correlagg@oeadiagndstico e a ocupacédo exercida.
Por outro lado, foi realizado tratamento quimigbézé contra o cancer em 13 dos 18
pacientes, representando um importante fator pal@senvolvimento de infeccdo fungica. A
correlacdo entre os dados epidemioldgicos e disignédsdos pacientes estd disposta na
Tabela 1.

Os pacientes que recebem quimioterapia frequenterapresentam imunossupressao,
0 que eleva o risco para infeccbes fangicas, indlios varios tipos de candidiases. Nas
situacdes que envolvem candidiase oral, o danduaclocal devido a terapia anti-cancer
induz & essa condicdo, na qual o paciente refaréntinsa, dificuldade para se alimentar,
falar e realizar higiene oral (Albuquerque; Camagfi7). O déficit na realizac&do de higiene
oral aumenta o risco para o desenvolvimento destsdogia secundaria em pacientes que sao
submetidos a quimioterapia ou radioterapia (Letdlal, 2010).

A prevaléncia de infec¢cbes causadas @andidaspp. varia bastante dependendo da
regido, do centro estudado e do tipo de cancemskroacdo da prevaléncia de candidiases
em relacdo as micoses causadas por outras esdéaeage do que foi relatado para IFI em
pacientes com malignidades hematoldgicas. Nesge gite pacientes, foi observada uma
mudanca a partir da década de 90, quando a agpergilvasiva passou a ser a principal IFl,
e em paralelo observou-se a emergéncia de zigoesicesquanto as candidiases invasivas

apresentaram indices decrescentes (Chaetilal 2006).

4.2 Diagnostico laboratorial e identificacdo dos dados

O diagnéstico de candidiases foi baseado nos deliimsos e laboratoriais. O
diagndstico laboratorial foi baseado na observaigcélulas de leveduras ovais e hialinas
unibrotantes (figura 4A), com ou sem formacdo deugemicélio ou micélio verdadeiro
(figura 4B) em espécimes clinicos de cavidade oral, sanguatcgesgscamas epidérmicas e

ungueais, bem como a obtencéo do agente etiolégiceoultura (figura 5).
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Figura 4. Exame direto de amostras clinicas. A: célula dedava brotantes; B: Células de

leveduras ovais e hialinag) (e micélio verdadeirof¢) em amostras de cavidade oral (400X).

Figura 5. Aspecto caracteristico de cultivo
primério de Candida spp.: cultura de coloragéo

branca a creme, lisa e de bordo regular.



SOUZA, A.P.M. Formagcéao de biofilme e atividadestpésica e fosfolipasica... 40

Foram identificados 10 isolados @& albicans trés deC. tropicalis dois deC.
haemulonij um deC. guilliermondii um deC. parapsilosise um deC. famata(Tabela 2).
Nossos resultados revelardn albicanscomo o agente mais comum de candidiases (55%).
De forma semelhante ao nosso estudo, Aebral. em 2011, observaraf. albicanscomo
agente de 78% de infec¢gBes fungicas em diversoemnpes, e também ndo observaram
tendéncia em direcdo a maior prevaléncia de espeamCandida albicansDiekema, Pfaller
e Jones (2002) também observaram @uealbicansfoi a espécie mais prevalente de
candidemiaapresentando indice igual a 58%or outro lado, estudos realizados em diversas
regibes do planeta apresentaram maiores prevaédeianfeccbes provocadas por espécies
de CandidandoCandida albicangGomez et al, 2010; Morace; Borghi, 2010).

No Brasil, em estudo realizado por Pasqualettal. (2006) espécies deandidanao
Candida albicandoram responsaveis por 57,8% das candidemias eranp@s com cancer,
especialmenteC. parapsilosis(27,7%) eC. tropicalis (13,3%). Em portadores de tumores
sélidos, essas espécies foram isoladas em 51,6%ados de candidemia.

Em estudo multicéntrico realizado na Espanka, parapsilosig20,73%), C.
glabrata(13,61%),C. tropicalis(10,77%) eC. krusei(5%) foram responsaveis juntas por
aproximadamente 51% das infec¢cdes de corrente isgageausada por leveduras desse
género em varios grupos de pacientes (Cisternal&zap Telleria2010).

Candida famatayeralmente € associada a infec¢des sanguineasmneldas ao uso de
cateteres e raramente é relatada como agente detipat de infeccdo (Krcmery; Kunova,
2000; Prinsloo; Weldhagen; Blaine, 2003; Desnos+eH et al, 2008). Baseando-se nos
dados de vigilancia mundial do Centro de Contra@eDibencas e Prevencao (CDC), essa
espécie foi isolada em 0,08 a 0,5% dos episédiosaddidiase invasiva (Diekema; Pfaller;
Jones, 2002). Elkamouat al (2011) relataram um raro caso de candidemia daysarC.
famataem um paciente submetido a quimioterapia paratartrento de linfoma de Hodgkin,
reafirmando o carater oportunista desse patégeno.

Candida haemulonié uma espécie que raramente causa infeccdo no hqmoeém
esta relacionada a resisténcia aos antifingicos iregjuentemente utilizados. Seu isolamento
pode ser atribuido ao uso desses medicamentos;dramser indicio de colonizacao (Keh
al., 2009). Para julgarmos a importancia clinicaidokdos do nosso estudo seria necessaria
a realizacdo de analises adicionais.

O surgimento de espécies @andida ndo-Candida albicansomo patdégenos em

pacientes oncologicos supostamente seria decorgenteso indiscriminado de antifingicos
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no inicio da década de 1990, para fins de profilaapds transplante de células-tronco

hematopoiéticas e para fins terapéuticos nos aesogutropenia febril (Marr, 2000). Apesar

de diversos autores concordarem com essa teorigla(koylu et al, 2010; Person;

Kontoyiannis; Alexander, 2010; Bassaedtial, 2011), alguns estudos reportaram o baixo uso

de triazélicos no Brasil, sugerindo que o uso réleé antifingicos nao teria sido o fator

principal para a emergéncia dessas espécies n(\waisi et al, 1998; Antunest al, 2004).

Tabela 2. Espécies deCandida identificadas como agentes etiolégicos de

micoses no grupo de pacientes com cancer.

Registro| Espécie/ URM Sitio de isolamento
paciente
5 Candida albicandJRM6541 Pele
8 C. albicansURM6542 Cavidade oral
9 C. albicansURM6543 Cavidade oral
10 C. albicansURM6544 Cavidade oral
11 C. albicansURM6545 Cavidade oral
12 C. albicansURM6546 Cavidade oral
15 C. albicansURM6547 Cavidade oral
16 C. albicansURM6548 Cavidade oral
17 C. albicansURM6549 Cavidade oral
18 C. albicansURM6550 Escarro
1 C. famataURM6556 Sangue
C. guilliermondiilURM6558 Unha
3 C. haemuloniURM6554 Unha
13 C. haemuloniURM6555 Cavidade oral
C. parapsilosidJRM6557 Cavidade oral
C. tropicalisURM6551 Cavidade oral
C. tropicalisURM6552 Regido inguinal
14 C. tropicalisURM6553 Cavidade oral
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4.3 Formacéo de biofilme

Em nosso estudo, todos os 18 isolado€aedida foram capazes de formar biofilme
(Figura 6). Quatro desses isolados apresentaraendapacidade de formar essa estrutura, 13
demonstraram capacidade moderada e somente undulaveevelou fraca capacidade de
formacgao de biofilme (Tabela 3).

O géneroCandidapode formar biofilme em superficies naturais oul@omateriais
utilizados em dispositivos médicos, geralmente sedeolvimento acontece em trés estagios:
adesdo e colonizagdo da superficie pela levedweacimento e proliferacdo das leveduras
permitindo a formacdo de uma camada basal de s&utiesenvolvimento de pseudohifas e
hifas extensivas paralelamente a producao de neaiiiacelular (Seneviratreg al, 2009).

Segundo Junqueirat al. (2011), alguns fatores podem influenciar na fadwade
biofilme in vitro, como a natureza do material que compde a suigetfiitizada no ensaio, a
espécie envolvida e o sitio de isolamento da cspalada.

Os isolados de cada espécie estudada se compodaramaneira semelhante. Os trés
isolados deC. tropicalisdemonstraram forte capacidade de formacéo de romfienquanto
que todos os isolados @ albicansapresentaram capacidade moderada de formac&o dessa
estrutura, a exce¢ado de um, que mostrou capadideade

O sitio de isolamento n&o influenciou na formacgéobwbfilme quando considerada
uma unica espécie. Esses dados estdo de acordaqumbes obtidos por Hasahal (2009),
0s quais, utilizando ensaios colorimétricos, vesifam que cepas @& albicansisoladas de
sangue e mucosa oral produziram a mesma quantiggoiefiime.

Nossos resultados relacionados a formacao de rbsfidoncordam com a afirmacéo
de Ramageet al (2001), segundo os quais, o estabeleciment&.dalbicanscomo um
patdgeno oportunista e um dos principais agentesfeecoes nosocomiaissta relacionado
com a alta propensao desta espécie em se adena &ariedade de superficies (etapa inicial

a formagé&o do biofilme).
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Figura 6. Avaliacdo da capacidade de formacdo de
biofilme, a partir da esquerda: Forte (4+Landida
tropicalis;, Moderada (2+/3+)C. albicans Fraca (1+):C.

parapsilosis.
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Candida tropicalistambém foi a espécie que apresentou maior capéacidad
formacao de biofilme no estudo de Estigilal (2011), utilizando Teflol! como superficie
de contato.

Apesar de ser menos prevalente do Gualbicans C. tropicalis permanece como
importante causa de infeccbes em humanos, especi@am razao da alta mortalidade dos
pacientes (Bizerrat al, 2008). Comumente associada a candidemia nosacermandiduria,
foi relatado que essa espécie € capaz de formfilint@e extensos na superficie de cateteres
de PVC e polistireno (Shiet al, 2002; Parahitiyawat al, 2006; Bizerraet al., 2008).

Alguns autores afirmam qué. albicanspossui maior capacidade de formacéo de
biofime do que qualquer outra espécie, indepemdett material utilizado no estudo
(Hawser; Douglas, 1994; Hasanh al, 2009). No entanto, isso ndo foi observado ensaos
experimento. Talvez essa divergéncia ocorra emordpd diversos meétodos disponiveis a
avaliagdo da formacdo do biofilme, como as técng@s bastante distintas existe uma
dificuldade em comparar nossos resultados com esjobltidos por outros autores. A maioria
dos outros autores realizou ensaios em micropkdeg®listireno (Ramaget al, 2001; Kuhn
et al, 2002; Shiret al, 2002), ressaltando a importancia de considemgne a formacao de
biofilme por cada espécie @andidavaria de acordo com o material que compde a dojeerf
(Tumbarelloet al, 2007).
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4.4 Detecgéo da atividade enzimética

Utilizando o substrato Soro de Albumina bovino, 78%s isolados apresentaram
atividade proteasica, a qual variou entre muitodrg), fraca (7) ou forte (1). Apenas quatro
isolados ndo apresentaram atividade proteolitieads dois pertencentes a espéCie
haemulonij um da espécie€C. guilliermondii e um pertencente a espécie tropicalis
Destacou-se 0 URM6549 @& albicans o qual revelou atividade proteasica forte comazon
de atividade igual a 0,78 (Figura 7) (Tabela 3).0dds os isolados d€. albicans
apresentaram producao de protease, outras espénikgoras foranC. famata C. tropicalis
e C. parapsilosis

A deteccdo da atividade proteolitica de espécie€atalida utilizando BSA como
substrato esta de acordo com o descrito por Bdriiie(2003), Kumaset al (2006), Kumar
et al. (2009) e Macédet al (2009).

Figura 7. Deteccdo da atividade proteasica por
Candida albicanfURMG6549) utilizando Albumina de

Soro Bovino como substrato.
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Nenhum dos isolados apresentou atividade protemfitente aos substratos caseina do
leite e gelatina, sugerindo que provavelmente esiessao substratos adequados para testes
envolvendo leveduras do généZandida A utilizacdo do substrato gelatina também néo foi
eficiente para deteccdo da atividade proteasicastodo de Kumaet al (2009), porém,
diferentemente do observado em nosso trabalhcs esemos autores detectaram atividade
protedsica utilizando caseina do leite em isolattb€andida obtidos de cavidade oral de
pacientes com tuberculose pulmonar.

A producédo de protease por espéciesCamdidando depende apenas do tipo de
isolado ou tipo de infeccdo, mas também do fenptipadicdes ambientais e até mesmo da
fase de infecgcéo (De Bernardisal, 2001).

Foi possivel detectar atividade fosfolipasica e®o4ibs isolados testados. A zona de
atividade apresentou variacbes desde o grau mu#co f(ZA=0,92) até muito forte
(ZA=0,66). Quatro isolados apresentaram zona deidate muito fraca, um isolado
demonstrou fraca zona de atividade, dois isoladoesantaram-se com forte zona de
atividade e um isolado obtido de corrente sanguihestacou-se apresentando zona de
atividade muito forte (Figura 8) (Tabela 3), ess#ado foi identificado com@. famata

Dos 18 isolados, sete apresentaram simultaneant&steparametros considerados
fatores de viruléncia, no entanto o isolad€ 1famata destacou-se em termos guantitativos,
como aquele cujos resultados de deteccao obtivenaaiorscorenumerico.

Os estudos abordando a producédo dessa enzima ndeaimeuemC. famata(lssaet
al., 2011; Mohandas; Ballal, 2011), dificultando anp@racdo com nossos resultados, o que
indica a necessidade de realizagcdo de estudosiposteenvolvendo este e outros isolados
desta espécie. Além disso, também é necessara@acacdo com outros isolados de corrente
sanguinea, a fim de estabelecer parametro de dé&zus

A expressao de fosfolipase foi observada em apenaso, dos 10 isolados d&
albicans A auséncia de expressédo de fosfolipase(pdropicalistambém foi verificada em
nosso estudo, concordando com os dados obtidddqmandas e Ballal (2008).

A deteccao de atividade fosfolipasica através tiaagéo do substrato lecitina de soja

é reforcada por diversos estudos (Borst; Fluit326umaret al, 2006 e Kumaet al, 2009).
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Tabela 3. Avaliacdo da capacidade de formacdo de Biofimesteatdo da atividade enzimética de fungos isolados

amostras clinicas de pacientes portadores de rsapkolidas ou linfomas.

Zona de atividade

protedsica fosfolipasica
Reg_lstro Espécie/lURM . Sitio de Biofilme Gelatina Case_lna BSA LeC|t|r_1a de
Paciente isolamento do leite soja
. . 0,92
5 Candida albicandJRM6541 Pele 2+ - - @) 0,75 (+++)
8 C. albicansURM6542 Cavidade ; ; 092 4,87 (++)
oral (+)
9 C. albicansURM6543 Cavidade i i 0,83 i
oral (++)
10 C. albicansURM6544 Cavidade - - 0,90 -
oral (+)
11 C. albicansURM6545 Cavidade 5, - - 085 490 (#)
oral (++)
12 C. albicansURM6546 Cavidade 5, - - 0.8 i
oral (++)
15 C. albicansURM6547 Cavidade 5, i i 0,90 i
oral (+)
16 C. albicansURM6548 Cavidade - - 080 490 (4)
oral (++)
17 C. albicansURM6549 Cavidade — ,, i : 0.78 i

oral (+++)
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Continuacédo da Tabela 3.

Zona de atividade

Proteédsica fosfolipasica
N“mem Espécie/URM , Sitio de Biofilme Gelatina Case_ma BSA LeC|t|r_1a de
Paciente isolamento do leite soja
. 0,82
18 C. albicansURM®6550 Esputo 3+ - - (44) -
1 C. famataURM6556 Sangue 3+ - - ?j? 0,66 (++++)
2 C. guilliermondiilURM6558 Unha 2+ - - - -
3 C. haemulonilJRM6554 Unha 2+ - - - -
13 C. haemuloniURMes55 ~ C2VI9ade 5, : : : :
o Cavidade 0,87
7 C. parapsilosidJRM6557 oral 1+ - - (44) 0,77 (+++)
4 C. tropicalisURM6551 Cavidade ;. - - 0,92 -
oral (+)
L 0,93
6 C. tropicalisURM6552 Pele 4+ - - ) 0,92 (+)
14 C. tropicalisURM6553 Cac‘)’;gf‘de 4+ - - - 0,90 (+)

Legenda: 1+ = capacidade fraca de formacgao de biofilme; 2+ = capacidade moderada de formag&o de biofilntes 4
capacidade forte de formacéo de biofilme; - = néieatéo, + = atividade muito fraca, ++ = atividédea, +++ = atividade

forte, ++++ = atividade muito forte.
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Figura 8. Deteccéo da atividade fosfolipasica @andida
famata (URM 6556) utilizando lecitina de soja como

substrato.

N&o foi possivel estabelecer uma relacédo entrdim dg infeccdo e a producdo de
enzimas em razao da grande diferenca entre o nideeisolados da cavidade oral quando
comparado a outros sitios. No entanto, ressaltaqunesos isolados d€. tropicalis e C.
albicans originarios de diferentes sitios apresentaram ltezins semelhantes dentro da
espécie, indicando que o fator espécie foi maioapte que o fator sitio de infecgéo.

Borst e Fluit (2003) afirmam que a deteccao deeps# e fosfolipase € maior em
isolados provenientes de infec¢bes do trato rdépioa quando comparados a culturas de
outros sitios corporeos. Costiaal (2010) verificaram que isolados de corrente sarggué de
cateteres apresentaram menor atividade fosfolipagiee os isolados de cavidade oral,
enquanto que os isolados sanguineos foram mamsofitmos do que os isolados de cavidade

oral.
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Apenas trés isolados ndo apresentaram nenhumdaakivproteasica ou fosfolipasica,
incluindo os dois d€. haemuloniie o isolado de€. guilliermondii. Esta espécie, em geral,
apresenta tanto atividade proteolitica quanto fipefsica (Mohandas e Ballal, 2008; Costa
al., 2010; Mohandas e Ballal, 2011). No estudo de aidas e Ballal (2008), os quais
utilizaram isolados provenientes de diversas am®dtlinicas, essa espécie apareceu como
maior produtora de fosfolipase. Talvez o isoladsta®o em nosso estudo n&o tenha
apresentado nenhuma atividade enzimatica em raz&dtid de isolamento, no entanto, ndo
podemos afirmar esse dado, uma vez nao obtiventossasolados d€. guilliermondiipara
compara-los entre si.

A diferenca de producdo de protease e fosfolipasee aliferentes espécies € um
resultado esperado, uma vez que, partindo do princgegundo o quahs fosfolipases e
proteases asparticas @& albicansséo consideradas importantes fatores de virulémcia,
auséncia ou reducéo da expressao dessas enzinmkg ppa a natureza menos virulenta de
outras espécies do género (Mohandas; Ballal, 2008).

As diferencas observadas dentro da mesma espéciesficadas também por Costa
et al. (2010) e podem ser decorrentes de caracterigtidpsias da cepa testada, bem como do
sitio de isolamento.

A patogenicidade de espécies@endidaé resultado das caracteristicas dos isolados,
estado imunoldgico do hospedeiro e condi¢gbes labagssitios de infeccdo (Kumat al,
2009).
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados podemos concluir que:

* As infeccbes fungicas representam patologias pofrequentes em
pacientes portadores de neoplasias sélidas ourlago

* A maioria das infec¢des fungicas em pacientes gorés de neoplasias
sélidas possuem natureza superficial.

» Os pacientes portadores de tumores da cavidade dealinfomas, do sexo
masculino, na faixa etaria de 50 e 69 anos, suldp®a tratamento quimioterapico se
encontram sob maior risco de desenvolvimento deqgdfes fangicas oportunistas.

» Espécies do géne@andidaséo os principais agentes de infec¢do fungica
em pacientes portadores de neoplasias solidasfomias.

» Candida albicangpermanece como a espécie mais frequentementelasola
como agente de micoses oportunistas em pacientesurnores de 6rgaos solidos ou
linfomas.

» O substrato albumina de soro bovino, diferentemdat€aseina do Leite e
da Gelatina, apresenta alta sensibilidade paraexgi® de atividade proteasica por
espécies d€andida

» O sitio de infeccdo nao influenciou a expressaerdemas extracelulares
envolvidas com a viruléncia.

* A capacidade de formacao de biofilme por espéameSamdidaé variavel
de acordo com a espécie e a cepa testada.

» Candida haemulonindo expressa atividade fosfolipasica ou protedsica
vitro utilizando os substratos Lecitina de soja, soraltd@mina bovino, caseina do
leite e gelatina.

» As diferentes espécies @andidaexpressam as enzimas extracelulares de
forma distinta, havendo também diferencas entrascdp mesma espécie.

* A formacdo de biofilme e produgédo de enzimas egluteres, como as
proteases e fosfolipases, representam importaati@®$ de viruléncia, mesmo quando

a infeccdo acontece em pacientes que apresentai@adet imunologica
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ANEXO 2

Meios de Cultura, Solugdes e Corantes

Isolamento e purificacéo
Agar-Sabouraud + 50mg/L de cloranfenifichcazet al, 2002)

DEXITOSE ...ovvviiiiiieeeec e e 40,09
Peptona ..o 10,09
Yo T T S 15,09
Agua destilada ..........c.cooeeveeeerieieeeenee 1000mL
Cloranfenicol .........ccccoeiveiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiis 50mg

Meios para identificacao de leveduras
Agar uréia de Christensen

(Christensen, 194 Lacazet al, 2002)

Peptona ... 1,09
GlICOSE ..o e e 1,09
Cloreto de sOdio .......cccvvvvvviiiiiiiiieieeeeeeeeee. 5,09
Fosfato de potassio monobasico ............ 2,0g.
Fenol vermelho ...........cccoeiviiiiiiiiiiee 12,0mg
o T G 20,09
Agua destilada ..........ccccovevveereerireeneennn. 1000mL

Meio para producéo de &cidos (CaCO3)
(diferencia o génerG@andidade Brettanomyces
(Lacazet al, 2002)

DEXIIOSE ..ovviieieieee e e 5,09
Extrato de levedura ..............evvviiiiiiceeee. 0,59

Carbonato de calcio ..............cccevvvvnnsmmmmnn. 0,59



Agua destilada .........cccooeeveeeerieiiiienee. 100mL

Agua peptonada — extrato de levedura
(para formacéao de pelicula e observacao da micfotogra)
(Lacazet al, 2002)

DEXITOSE ..covviiiiiiieeeeie e e 20,09
Extrato de levedura ...........ccccceeeeiiis i 5,09

Peptona ..o 10,09
Agua destilada ..........ccoceveveereerirrenennen 1000mL

Meio de Gorodkova
(para induzir a formagao de ascos e ascosporos)
(Lacazet al, 2002)

Peptona ..o 1,09
GlICOSE ..o e e 0,19
Cloreto de sOdio .......cccevvvvvvviiiiieiiieeeeeeeeeee, 0,5g
AGAr oo 2,09
Agua destilada ..........c.coeevevieeieenne, 100mL

Meio para prova de assimilacéo de carbono
(Lodder e Kreger-Van-Rij, 1952 Lacazet al, 2002)

Meio Basico C

Sulfato de amoOnio ............cceevvviiiiiiiiininnnnns 5,09
Fosfato de potassio monobasico ............ 1,0g.
Sulfato de magnésio 7H20 ..................... 0,59
AGAr .o 20,09
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Meio para prova de assimilagéo de nitrogénio
(Lodder e Kreger-Van-Rij, 1952 Lacazet al, 2002)

Meio Basico N

DEeXIrOSe .....eneviiiiiieiiieeee e e 20,09

Fosfato de potassio monobasico ................ 1,09

Sulfato de magnésio 7H20 ..................... 0,59

o T G 20,09
1000mL

Meio para fermentacéo de carboidratos, sem indicado
(Lacazet al, 2002)
Agua Peptonada

Peptona ... 2,59
Extrato de levedura ...........cccceeeviiei s i 2,50
1000mL

Agua destilada ..........c.coeeveeeerieennnen.

* Para 100mL do meio basal (Agua peptonada-exti@tievedura), adicionar 3g de cada um

dos acucares utilizados nesta prova.

Meio para producéo rapida de clamidosporos (Fer8 itBLacazet al, 2002)
(meio utilizado para identificacédo rapida@eandida albicans partir de material clinico)

Meio a base de bile de boi
(Lacazet al, 2002)
Bile de boi (Bacto Oxgall) .............ccceee 20,09

Agua destilada ..........c.ccoeeveeeerireennnen.

Todos os meios de cultura utilizados foram prepesatk acordo com Lacat al

(2002), sendo utilizados apds 72 horas a tempearatubiente para controle de esterilizacéo.



Corantes e solugdes
Azul de Amann (Carranza, 1949)

Cristais de acido fénico........cccccceevveeeiiiiiiinnnns 20g
Glicerina.........cooviiiiiiiiiiee e 20mL
ACIO IALICO. ... e, 20mL
Azul de algod80........ceeeiieieiiiiiiiiiiieccee e 0,05g

Agua destilada q.5.P.....cc.covereereenrnr .. 20mML

Solucéo de hidréxido de potassio a 20%

Hidroxido de potassio...........ccccvvvveenen.. 29
Agua destilada...........c..ccccveueene... 100mL

Caracterizacdo Enzimatica

Deteccéo de Atividade Proteasica
Meio de Caseina (Laca&t al, 2002)

(1) Leite Desnatado (Molico®)........................10g
Agua destilada . S. P.....c.ooveeveereeres o, 200mML

Agua destilada g.5.0..........ceevrevrevres ... 200mML
Solucéo Acidificada de Cloreto de Mercurio (Frazpud Lacazt al, 2002)
Cloreto de Mercurio.........cccceeeeeeeeeeevs o eeeennn 129

Acido Cloridrico Concentragao................... 16mL

Agua destilada q.5.p......c.ccovereereerrnr o 100mML
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Meio de Gelatina (Lacaet al, 2002)

EXtrato de Carne.......cccceeeveeeeeeiiiie s eeeeemreee e 39
Peptona.......coo o 59
GelatiNga. .. .ueeeeieeee e e 120g

Agua destilada q.5.P......c..covevvereerer s o 1000mML

Meio de albumina de soro bovino (Aa#ial, 1990)

Sulfato de magneésio........ccoeveeeeeeeeeees cemeennens 0,04g
Fosfato de potassio...........cccceevvvvviivcceeeee, 0,5¢g
Cloreto de SOdi0.........uuvveeeeiiiiiiiiiieieiaaaenn, NaCl 1g
Extrato de levedura..............uueiiiiiiiicceeeiinnnes 0,29
€7 1o 0 1= 2 49
Albumina de soro bovino (Sigma®)............... 0,5g
Agua destilada...........c.cooeeveeeirieieeieeeeee 60mL

Apos ajustar o pH da solugéo para 3,5 e esterdzpor filtracdo, adicionar o filtrado a
140 mL de agar-agua esterilizado.

Deteccédo de Atividade Fosfolipasica

Agar Sabouraud acrescido de sais + Lecitina de(Bojee, Walkinson e Gentry, 1982)

DEXITOSE....cuiiiiiiiieeeeiie e reme e 409
Peptona de Carne..........cccccvvvvvveissscmmmmcmee e 10g
Lecitina de SOja........uuvvueiiiiiieeiiiiiii e 29
Cloreto de SOdi0........uevvviiiiiiiiiiiieiiiiieeeeee, 0.299g
Cloreto de CalCiO.....cccoevvieeeeeeiiieieees e 0,55¢g
Ao 209

Agua destilada q.S.p......c.ccoveveereerrns . 1000mML



