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RESUMO

Casos de candidiase sistémica tem sido cada vez mais comum entre as infeccOes
fangicas invasivas, acarretando altos indices de Obitos, sobretudo em pacientes
internados em Unidade de Terapia Intensiva. Candidiase sisttémica ocorre por
consequéncia no desequilibrio do sistema imunoldgico do hospedeiro e pela exposicao a
fatores predisponentes. Estudos tém demonstrado que a capacidade de se aderir as
células do tecido hospedeiro é o evento inicial na patogénese de infeccdes, conferindo
diferentes graus de viruléncia ao agente. O objetivo deste trabalho foi conhecer a
capacidade de aderéncia de Candida spp. isoladas a partir de pacientes internados em
UTI. Para os ensaios, foram utilizadas células epiteliais obtidas da cavidade bucal de
doador clinicamente sdo. Os resultados foram classificados em niveis diferentes de
aderéncia: forte, fraca e sem aderéncia da area superficial da célula epitelial humana.
Neste estudo, diferentes espécies de Candida foram capazes de aderir a superficies de
células epiteliais humanas. Apesar disso a propriedade de aderéncia ndo esta
diretamente relacionada a espécie, mas certamente a fatores especificos de cada
microrganismo.
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ABSTRACT

Cases of systemic candidiasis have been increasingly common among invasive fungal
infections, leading to high death rates, especially in patients admitted to the intensive
care unit. Systemic candidiasis occurs because of the host immune system imbalance
and exposure to predisposing factors. Studies have shown that the ability to adhere to
host tissue cells is the initial event in the pathogenesis of infections, conferring different
degrees of virulence to the agent. The objective of this work was to know Candida spp.
isolated from ICU patients. For the assays, epithelial cells obtained from the clinically
healthy donor oral cavity were use. Results were classify into different levels of
adherence: strong, weak and non-adherent to the surface area of the human epithelial
cell. In this study, different Candida species were able to adhere to human epithelial cell
surfaces. Nevertheless, the adhesion property is not directly relate to species, but
certainly too specific factors of each microorganism.

Key words: sepsis, fungal infection, candidiasis, pathogenicity, virulence.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a incidéncia de infecgdes relacionadas a assisténcia a salde
(IRAS) gue se manifestam apds 48 horas de internacdo ou até 72 horas ap0s alta, tem
aumentado grandemente, acarretando altos indices de mortalidade, sendo constantes em
pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (LI et al., 2017; SOUZA et
al., 2015). Dados europeus mostraram a prevaléncia de 19,5% de infeccbes em
pacientes hospitalizados nesse setor, frente a 5,2% de infec¢bes adquiridas em outras
unidades de internacdo (SINESIO et al., 2018; KLINGSPOR et al., 2015).

Neste contexto destacam-se 0s casos de infeccdes flngicas, sobretudo os casos
de candidiase sistémica, responsavel por altos indices de Obitos em pacientes com
infeccBes fungicas sistémicas, internados em UTI (DOI et al., 2016). Candidiase
sisttmica ocorre por consequéncia no desequilibrio do sistema imunolégico do
hospedeiro e pela exposicdo a fatores predisponentes como uso de dispositivos médicos
invasivos; uso prolongado de antibiéticos de amplo espectro; tempo de permanéncia
hospitalar e tratamentos invasivos indispensaveis ao paciente (KELLY et al., 2015).

Ainda que outras espécies de fungos possam causar multiplos quadros clinicos
em pacientes de UTI, as espécies de Candida sdo responsaveis pela maioria desses
casos, sobretudo em pacientes imunossuprimidos. Historicamente, C. albicans é a
espécie mais incidente, contudo mudancas pouco esclarecidas tém mostrado que outras
especies de Candida tiveram aumento em suas frequéncias nos Gltimos anos incluindo
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata (CANTON et al., 2013; PAPPAS
etal., 2018).

As leveduras do género Candida possuem capacidade em desenvolver diversos
mecanismos para expressar seus fatores de viruléncia, mecanismos complexos ainda
ndo totalmente esclarecidos (LEITE DE ANDRADE et al., 2017). O que ja esta bem
estabelecido, € que um patdgeno deve apresentar alguns fatores de viruléncia para que a
infeccdo se estabeleca no hospedeiro, como a adesdo a células hospedeiras, propagagédo
do microrganismo e danos as células do hospedeiro atraves da secrecdo de enzimas
hidroliticas (LEITE, 2016; MONTEIRO et al., 2014).
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A capacidade de aderir firmemente em diferentes superficies, incluindo células e
superficies abioticas, como dispositivos medicos invasivos, € uma caracteristica
importante detectada em algumas espécies de Candida (DE GROOT et al., 2013;
MAYER et al., 2013). O primeiro fendmeno para a instalacdo da doenca por leveduras
do género Candida é a aderéncia deste microrganismo as células do hospedeiro ou até
mesmo outros tipos de superficies. A etapa de adesdo é designada como essencial para a
sobrevivéncia desses microrganismos em hospedeiros humanos, contribuindo como
fonte de disseminacdo nos casos de infec¢des fungicas sistémicas (MAYER et al., 2013;
SARDI et al., 2013; MELLINGHOFF et al., 2018; NUNEZ-BELTRAN et al., 2017). A
adesdo e proliferacdo de leveduras do género Candida estabelecem um sério problema
na prética clinica, tornando a terapéutica mais dificil e mantendo o paciente exposto a
um maior tempo de internac&o hospitalar (INIGO; DEL POZO 2018).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi determinar a expressao da
viruléncia de isolados clinicos de Candida através da capacidade de aderéncia a
superficie de células epiteliais humanas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas dezessete cepas de leveduras clinicas isoladas de pacientes
adultos, com candidiase invasiva, internados em Unidade de Terapia Intensiva. Todas as
cepas foram identificadas e pertencem ao Laboratério de Micologia Médica Sylvio
Campos, do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

Os testes de aderéncia foram baseados em Kimura e Pearsall (1978) e Sobel et
al., (1981). Células epiteliais foram obtidas da cavidade bucal de doador jovem,
clinicamente isento de céries. Em todas as etapas relacionadas a este ensaio foi utilizado
o tampdo fosfato salino (PBS) para lavagem e suspensdo das células. As suspensdes
celulares obtidas foram mantidas sob refrigeracéo, a fim de evitar alterac6es celulares.

Os isolados de Candida foram crescidos “overnight” em meio NGY (neopeptona
1g/L; dextrose 4g/L; extrato de levedura 1g/L) e mantidos a temperatura de 35 °C. Em
seguida, as células de leveduras foram lavadas com 2 mL de PBS por trés
centrifugacdes seguidas a 1580 rpm por 10 minutos e resuspendidas para uma
concentracéo final de 5x10° cels/mL.

As amostras de células epiteliais bucais humanas foram coletadas com auxilio de
Swab estéril friccionado por 2 min na cavidade oral e transferidos para tubos Falcon
contendo 5 mL de PBS, centrifugadas trés vezes e resuspendidas para uma concentragdo
final de 5x10°cels/mL. Anterior aos ensaios, as células de leveduras e as células
epiteliais foram examinadas quanto a viabilidade e integridade para avaliagdo de
possiveis alteragdes.

As células epiteliais bucais humanas e as células de leveduras foram misturadas
(1:1) e em seguida, incubados a 35 °C, sob agitacdo de 200 rpm, por 2h. O produto final
foi fixado em formalina a 10% e em seguida foi realizada a microscopia direta, através
de preparacdo de laminas coradas com Azul de Metileno.

Os resultados foram expressos pela média aritmética de dez campos observados
onde foram avaliadas 100 ceélulas epiteliais com relacdo a percentagem de sua area
superficial aderidas pelas leveduras e graduada como forte aderéncia (+++) para adesdo
entre 50% a 100% da area de superficie, fraca aderéncia (++) para adesdo até 49% da
area de superficie e sem aderéncia visivel (+). Todos os ensaios foram desenvolvidos
em triplicata para cada isolado testado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa foi conduzida apds a aprovacdo pelo comité de ética em pesquisas
com seres humanos sob o registro CAAE 52033315.8.0000.5208.

Dentre os diversos fatores de viruléncia presentes em leveduras do género
Candida, a etapa de adesdo a células hospedeiras e/ou dispositivos médicos invasivos
vem sendo uma caracteristica importante identificada no inicio do processo infeccioso
em humanos. Em nossos resultados, todos os isolados testados foram avaliados com
relacdo a area superficial aderidas pelas leveduras clinicas e determinadas como forte
(+++), fraca (++) e sem aderéncia visivel (+).

A Tabela 1 demonstra a classificacdo quanto ao perfil de adesdo as células
epiteliais humanas pelas leveduras clinicas do género Candida. De acordo com o
gradiente de classificacdo, das dezessete cepas, apenas 07 (41%) ndo apresentaram
capacidade de adesdo, 05 (29%) isolados apresentaram fraca capacidade de adesdo e 05
(29%) isolados se destacaram apresentando forte capacidade em aderir-se as células
epiteliais humanas.

Nesta pesquisa, algumas cepas, principalmente as de C. tropicalis, apresentaram
forte capacidade em aderir as células epiteliais, como ilustrado na Figura 1C. Em um
estudo realizado por Menezes et al., (2013) ao analisar a capacidade de aderéncia de
isolados clinicos de Candida, incluindo C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
glabrata, foi observado que 79% dos isolados apresentaram propriedade de aderéncia,
sendo as cepas de C. tropicalis as que apresentaram maiores niveis de adesdo. Esses
dados corroboram com nossos achados, onde em nossa pesquisa, cepas clinicas de C.
tropicalis se destacaram na producéo deste fator de viruléncia.

Diferentemente do nosso estudo, Borges et al., (2018) relataram uma forte
adesdo e propriedades de proliferacdo em cepas de C. parapsilosis através da aderéncia
em dispositivos invasivos, essa forte adesdo ndo foi vista em nossos resultados (Figura
1A;1B). Esses dados resultam que a expressdo deste fator de viruléncia apresenta
variacdes de acordo com a patogenicidade de cada cepa desta espécie.

Lima-Neto et al., (2011), correlacionaram a capacidade de aderéncia em cepas
de C. albicans e C. parapsilosis as células epiteliais bucais humanas, mostrando que a
diferenga individual entre as linhagens estava relacionada com um alto teor de um
carboidrato especifico presente na superficie celular. Dados esses podem justificar a
inespecifica capacidade dos nossos isolados clinicos de C. parapsilosis em aderir a
superficie de células hospedeiras.
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Figura 1: Auséncia de aderéncia (A); fraca aderéncia (B) e forte aderéncia (C) de
leveduras do género Candida as células epiteliais humanas coradas com azul de
metileno (400x).

Tabela 1: Avaliacio da capacidade de aderéncia a células
epiteliais humanas de isolados clinicos de Candida spp.

Cepas Espécies Ca:l;;::g::izde
Co1 C. glabrata +
Co2 C. glabrata +
Co3 C. tropicalis ++
co4 C. parapsilosis +
Cos5 C. glabrata +
Co6 C. orthopsilosis +++
co7 C. norvegensis +
Co8 C. albicans ++
Cl0 C. tropicalis +++
Cl1 C. tropicalis ++
C12 C. albicans ++
Cl15 C. glabrata ++
Cl6 C. tropicalis ++
C17 C. albicans ++
C18 C. albicans ++
C20 C. glabrata +
C21 C. orthopsilosis +

Legenda: Sem aderéncia (+); Fraca aderéncia (++): Forte
aderéncia (+++).

Estudos mostram que a capacidade de aderéncia nas diversas espécies de
Candida é divergente. Isto explica por que alguns isolados colonizam mais
frequentemente superficies mucosas do que outros (TSUI et al., 2016). Adicionalmente
podem ser observadas diferencas de adeséo dentro de cepas de uma mesma espécie, pois
a possibilidade de mudar o proprio fenétipo tem sido descrita em relagdo ao género
Candida e pode modular alguns fatores de viruléncia, inclusive a aderéncia. Entretanto,
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 (TIMMERMANS et al., 2018).
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A maioria dos estudos descreve a aderéncia de C. albicans a células epiteliais,
mas outras espécies ja comecam a receber a mesma atencdo. No estudo de Silva-Dias e
colaboradores (2015) investigaram esta propriedade em C. albicans e Candida néo C.

albicans, mostrando que a diferenca individual entre as linhagens € extremamente
dependente do substrato e das condi¢bes de crescimento utilizadas, além de estar
relacionada com a composi¢do da parede celular. Dados esses podem justificar a
inespecifica capacidade dos nossos isolados clinicos em aderir a superficie de células
hospedeiras.

CONSIDERACOES FINAIS

Com base no método experimental utilizado e nos resultados obtidos neste estudo,
pode-se concluir que diferentes espécies de Candida foram capazes de aderir a
superficies de células epiteliais humanas. Os dados aqui obtidos também expdem que a
propriedade de aderéncia ndo esta diretamente relacionada a espécie, mas certamente a
fatores especificos de cada microrganismo e a resposta do hospedeiro. Sendo assim, faz-
se necessario estudos mais aprofundados a fim de esclarecer melhor os fatores de
viruléncia do género Candida.
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