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Resumo

Resumo

As espécies do género Candida, comensais no Homem, podem tornar-se patogénicas
quando existe um desequilibrio na resposta do sistema imunitario, desencadeando
infeccdes superficiais ou sistémicas. Embora Candida albicans (C. albicans) seja
considerada a espécie com maior patogenicidade, dados epidemiologicos apontam para
a emergéncia das espécies de Candida nao-albicans (CNA), nomeadamente em

ambiente hospitalar.

Sdo diversos os factores responsaveis pelo incremento de infecgdes por CNA,
relacionados com o agente patogénico, hospedeiro e farmaco. Merecem destaque a
fragil imunidade do hospedeiro, nomeadamente os individuos VIH/SIDA, bem como a
evolucdo dos procedimentos médicos e utilizagdo de técnicas cirirgicas invasivas. Os
factores de viruléncia apresentados por estas espécies sao também decisivos para

expressao da sua patogenicidade e estabelecimento da infecgao.

A emergéncia das espécies ndo-albicans deve-se igualmente aos mecanismos de
resisténcia, intrinsecos ou adquiridos, aos antifungicos convencionalmente utilizados e
aos mecanismos de adaptagdo e sobrevivéncia na célula hospedeira, sendo fundamental

a sua compreensao para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas eficazes.

O diagnostico e terapéutica destas infecgdes constituem um verdadeiro desafio, devendo
instituir-se tratamento o mais rapidamente possivel. No entanto, se por um lado a
utilizacdo empirica de agentes antifungicos se correlaciona com o incremento da
resisténcia das espécies de CNA aos mesmos, os testes de susceptibilidade aos
antifingicos funcionam como auxiliares para uma terapéutica direccionada, estando-lhe

inerente uma diminui¢ao no desenvolvimento de espécies resistentes.

Palavras-chave: Candida nao-albicans; resisténcia aos antifingicos; candidose invasiva;

factores de viruléncia.
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Abstract

Abstract

The species from de genus Candida, commensals in Humans, may become pathogenic
when there is an imbalance in the immune system response, triggering superficial or
systemic infections. Although Candida albicans (C. albicans) is identified as one of the
most pathogenic species, epidemiological data points to the emergence of non-albicans

Candida (NAC) species, especially in the hospital setting.

There are several factors responsible for the increase of NAC infections, which are
related to the pathogen, host and drug. The frailty of the host deserves special attention,
due to being associated with the increasing number of HIV/AIDS individuals, as well as
the development of medical procedures and use of invasive surgical techniques. The
virulence factors presented by these species also play an important role in the

expression of pathogenicity and establishment of infection.

The emergence of non-albicans Candida species is not only associated with the
mechanisms of resistance, intrinsic or acquired, to the conventionally antifungal agents
used but also due to the mechanisms of adaptation and survival within the host cell. The
understanding of the latter factors is fundamental for the development of effective

therapeutic approaches.

The diagnosis and treatment of these infections poses to be a real challenge and
treatment should be implemented as soon as possible. However, on one hand the
empirical use of antifungal agents correlates with increased resistance of NAC species,
on the other hand the antifungal susceptibility testing acts as an auxiliary for targeted

therapy, and it is implicit a reduction in the development of resistant species.

Keywords: Non-albicans Candida species; antifungal resistance; invasive candidiasis;

virulence factors.
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Introducdo

1. Introduciao

O estudo dos fungos com capacidade para provocar doenca engloba o ramo da
Micologia Médica. Os anos 70 possibilitaram desenvolvimentos nesta area,
nomeadamente nos campos laboratorial, taxondmico, epidemioldgico e clinico,
permitindo uma melhor deteccdo, identificagdo e tratamento das infecgdes fungicas
(Brandt & Lockhart, 2012; Parola, 2010). C. albicans, considerado o fungo com maior
grau de patogenicidade do género, foi isolado pela primeira vez em 1839, pelo cientista
Langenbeck. A partir do século XIX, Agostino Bassi, intitulado o pai da Micologia
Médica, contribuiu através das suas pesquisas para um maior conhecimento sobre as

doengas fungicas (Giolo & Svidzinski, 2010; Spampinato & Leonardi, 2013).

As infecgdes fungicas sdo muitas vezes desvalorizadas, apesar de algumas terem taxas
de mortalidade semelhantes as da tuberculose ou malaria (Brown, Denning, & Levitz,
2012). Segundo a World Health Organization (WHO, 2016), uma infeccdo emergente ¢
definida como uma infeccdo que surge pela primeira vez em determinada populacdo ou
uma infeccdo que poderd ter existido e cuja incidéncia tem vindo a aumentar

rapidamente.

Desde as ultimas décadas que se assiste a emergéncia das infec¢des por Candida, sendo
diversos os factores de risco que contribuem para tal, nomeadamente o avanco na area
da medicina — quimioterapia, transplantacdo, hemodidlise, nutri¢do parentérica e
utilizacdo de cateter venoso central (CVC) — bem como o aumento dos casos de
VIH/SIDA (Deorukhkar & Saini, 2015a; Mayer, Wilson, & Hube, 2013; Sanglard,
2016; Zarrin & Mahmoudabadi, 2009).

Candida spp., sendo um fungo oportunista, desencadeia diversas infec¢des, sendo mais
prevalentes em hospedeiros imunocomprometidos (Lewis, Viale, & Kontoyiannis,
2012). Para além das candidoses superficiais (cutdneas e mucocutaneas), estes fungos
poderdo alcangar a corrente sanguinea (candidemia) e/ou atingir tecidos profundos
(candidose invasiva). A candidose sistémica podera ocorrer por inoculagao directa num
local estéril ou por dissemina¢do hematogénica (Clancy & Nguyen, 2013). Neste
contexto, existem diferentes tipos de candidose invasiva (CI), os quais devem ser tidos

em consideracdo aquando do diagnostico laboratorial.
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De acordo com dados epidemioldgicos, apesar de C. albicans ser considerada a espécie
com maior patogenicidade do género e com maiores taxas de isolamento, assiste-se a
emergéncia de espécies de CNA, sendo Candida glabrata (C. glabrata), Candida
parapsilosis (C. parapsilosis), Candida tropicalis (C. tropicalis) e Candida krusei (C.
krusei) as espécies mais prevalentes (Deorukhkar & Saini, 2015a; Kotaczkowska &

Kotaczkowski, 2016; Papon, Courdavault, Clastre, & Bennett, 2013).

Actualmente, o tratamento das infecgdes fungicas invasivas representa um grande
desafio na pratica clinica, pelo que a instituicdo atempada de uma terapéutica apropriada
contribui para um bom progndstico destas infecgdes (Kauffman, 2016b). Os farmacos
antifungicos (AF) disponiveis para terapéutica dividem-se em quatro classes consoante
o mecanismo de ac¢do: azodis, equinocandinas, polienos e analogos de nucledtidos

(Sardi, Scorzoni, Bernardi, Fusco-Almeida, & Mendes Giannini, 2013).

A limitagdo de agentes AF existentes torna fundamental a execu¢do de um correcto
diagnodstico, onde os testes de susceptibilidade aos antifingicos (TSAF) in vitro
auxiliam na instituicdo de uma terapéutica efectiva, evitando-se o desenvolvimento de
resisténcias e consequente emergéncia de espécies resistentes (Alcazar-Fuoli &
Mellado, 2014; Giolo & Svidzinski, 2010). Actualmente, ainda que semelhantes,
existem duas directrizes para testar a susceptibilidade aos AF: Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) (Pappas et al., 2015).

Deste modo, a escolha da terapéutica, para além de ter em conta os padrdes de
resisténcia/susceptibilidade aos AF, devera ser feita com base nos factores de risco do
doente e comorbilidades, estado imunologico do hospedeiro, terapéuticas anteriormente
instituidas (se aplicavel) e caracteristicas do farmaco tais como a sua biodisponibilidade,
espectro de actividade, pardmetros farmacocinéticos, farmacodinamicos, toxicidades
associadas e custo (Ashley, Lewis, Lewis, Martin, & Andes, 2006; Patil, Rao,
Majumdar, & Anil, 2015; Pévoa & Gongalves-Pereira, 2011).

As espécies de CNA sao importantes agentes de infeccdes nosocomiais, sobretudo em
individuos imunocomprometidos, representando um grave problema dado a sua
prevaléncia, efeitos iatrogénicos, elevados custos e taxas de morbilidade e mortalidade
associadas (Perlroth, Choi, & Spellberg, 2007; Viriato, 2014). Por conseguinte, a sua

prevencdo devera ser tida em consideracdo pelos profissionais de saude, sendo uma
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medida eficaz a correcta e assidua utiliza¢ao da técnica de lavagem das maos (Viriato,

2014).

No ambito desta monografia serdo evidenciados os factores que estdo na origem da
emergéncia das espécies de CNA. Ao longo do trabalho serd dado especial énfase as CI
que, apesar de ocorrerem com menor frequéncia que as candidoses superficiais,
assumem-se como importantes agentes de infeccdes nosocomiais € constituem as
micoses sistémicas com maiores taxas de mortalidade associadas, acarretando
problemas que colocam em causa a salvaguarda da satide publica (Giolo & Svidzinski,

2010; Peixoto, Rocha, Nascimento, Moreira, & Kashiwabara, 2014; Sobel, 2015).
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2. Candida spp.
2.1. Biologia e Taxonomia
O género Candida engloba cerca de 200 espécies, sendo apenas 15 reconhecidas como

agentes patogénicos (Brandt & Lockhart, 2012; Yapar, 2014). Candida spp. ¢

classificada taxonomicamente como descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo taxondémica de Candida spp. (Adaptado de Deorukhkar & Saini, 2015a; Giolo &
Svidzinski, 2010).

Reino Fungi
Divisao Eumycota
Subdivisao Deuteromycotina
Filo Ascomycota
Classe Deuteromycetes
Ordem Cryptococcales
Familia Cryptococcaceae
Género Candida

As espécies de Candida sdo ubiquitarias, crescendo tanto em aerobiose como em
anaerobiose, ¢ podem desencadear infec¢des localizadas ou sistémicas (Giolo &
Svidzinski, 2010). Estes fungos fazem parte da constituicdo microbioldgica normal de
diversas regides anatomicas, podendo colonizar o trato gastrointestinal, trato
genitourinario, trato respiratorio, cavidade oral e pele (Giolo & Svidzinski, 2010; Kabir,
Hussain, & Ahmad, 2012; Paramythiotou, Frantzeskaki, Flevari, Armaganidis, &
Dimopoulos, 2014; Silva et al., 2012; Yapar, 2014).

Geralmente, Candida spp. reproduz-se assexuadamente, apesar de também se
observarem formas de reproducao sexuada (Giolo & Svidzinski, 2010). Geneticamente,
C. tropicalis € a espécie que mais se assemelha com C. albicans, contrastando com C.
glabrata que, dado o seu genoma hapldide, ¢ a espécie que mais difere (Butler et al.,
2009). De facto, C. glabrata apresenta mais semelhangas com Saccharomyces

cerevisiae do que com outras espécies do seu género (Brandt & Lockhart, 2012).
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Morfologicamente, consoante a espécie em causa, poderdo apresentar trés formas
distintas: leveduriforme, hifa e/ou pseudo-hifa (Figura 1) (Thompson, Carlisle, &

Kadosh, 2011).

-3
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Levedura Pseudo-hifa Hifa

Figura 1. Morfologias de C. albicans. (1) Microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial. (2)

Ilustracdo. (Retirada e adaptada de Thompson et al., 2011).

Todas as espécies t€ém a capacidade de crescer na sua forma leveduriforme por
gemulacdo, originando os blastoconidios, estruturas com forma redonda a oval e

tamanho compreendido entre 2-5 x 3-7 um (Silva et al., 2012).

Por outro lado, a morfologia das formas filamentosas ¢ influenciada pelo seu modo de
formacgao (Silva et al., 2012). Enquanto as hifas verdadeiras se desenvolvem a partir de
uma estrutura inicial, o tubo germinativo, e o citoplasma se encontra dividido por septos
(invaginacdes da parede celular que dividem as hifas em compartimentos), as pseudo-
hifas formam-se por gemulagdo a partir da célula leveduriforme, verificando-se a
auséncia de septos, em que as gémulas formadas ndo se destacam da célula-mae,
reflectindo-se num protoplasma continuo (Deorukhkar & Saini, 2015a; Silva et al.,

2012).

C. albicans e Candida dubliniensis (C. dubliniensis) sao espécies dimorficas e
filogeneticamente semelhantes, que t€ém a capacidade de formagdo de hifas verdadeiras
e pseudo-hifas (Thompson et al., 2011). A formac¢ao de tubo germinativo ¢ um factor de
diferenciagdo, uma vez as duas espécies anteriormente referidas tém a capacidade de o
produzir (Silva et al., 2012). Pelo contrario, C. glabrata apenas se apresenta na sua
forma leveduriforme — blastoconidios (Silva et al., 2012). As morfologias que as

espécies de Candida poderdo apresentar encontram-se especificadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas morfologicas das espécies de Candida. (Adaptado de Silva et al., 2012;
Thompson et al., 2011; Whibley & Gaffen, 2015).

Espécie Morfologia
C. albicans Levedura, pseudo-hifa e hifa
C. dubliniensis Levedura, pseudo-hifa e hifa
C. tropicalis Levedura, pseudo-hifa e hifa
C. parapsilosis Levedura e pseudo-hifa
C. guilliermondii Levedura e pseudo-hifa
C. lusitaniae Levedura e pseudo-hifa
C. krusei Levedura e pseudo-hifa
C. glabrata Levedura

2.2. Epidemiologia

Numa perspectiva historica, 70-80% dos isolamentos das infecgdes fungicas por
Candida correspondiam a C. albicans, ao passo que raramente eram isoladas espécies
de CNA (Deorukhkar & Saini, 2015a). Desde a década de 80 que se assiste a uma
mudan¢a na epidemiologia destas infecgdes, verificando-se uma emergéncia das
espécies nao-albicans, apesar de C. albicans ser ainda a mais prevalente (Deorukhkar &

Saini, 2015a; Sardi et al., 2013).

Das CNA, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis sdo as mais
frequentemente reportadas (Deorukhkar et al., 2014a; Yapar, 2014). A taxa de
mortalidade média associada ¢ de 50% (30-80%), 29% e 40% (30-70%) para C.
glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, respectivamente (Kotaczkowska &

Kotaczkowski, 2016).

Segundo Williams e Lewis (2011), as candidoses mucocutdneas ocorrem com maior
regularidade. Neste sentido, os locais onde ¢ mais frequente o isolamento de Candida
correspondem a cavidade oral e trato genitourinario, sendo diagnosticadas infeccdes em
cerca de 31-35% de individuos saudaveis (Silva et al., 2012). Candida spp. ¢
actualmente a segunda causa de infecgdes vaginais, sendo que 75% das mulheres
sofrem um episoddio durante a idade fértil, e 40-50% poderdo ter o segundo episodio.
Apesar de em 80-90% dos casos ser causada por C. albicans, assiste-se a emergéncia de

espécies de CNA, sendo 10-20% dos casos atribuidos a C. tropicalis, C. glabrata, C.
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krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii (Bhawna, Sangeeta, & Udayan, 2015;
Milhomens, Machado, Moraes, Borges, & Diniz, 2014). A coloniza¢do da cavidade
orofaringea atinge cerca de 30-55% dos jovens adultos saudaveis (Sobel, 2015). Ao

contrario das infecgOes invasivas, as candidoses mucocutaneas sao comuns nos doentes

VIH/SIDA (Papon et al., 2013; Sobel, 2015).

Em individuos com o sistema imunitario muito debilitado, poderdao desenvolver-se
infeccdes sistémicas, as quais se revestem de grande importancia clinica dado as
elevadas taxas de mortalidade associadas — 71-79% (Patil et al., 2015). A incidéncia
anual de CI ¢ de 6-23/100 000 individuos nos Estados Unidos da América e de 2.53-
11/100 000 individuos nos paises Europeus. Num relatério global, verificou-se um
incremento de 10-11% nos casos de candidemia, num periodo de 6,5 anos (Patil et al.,

2015).

Candida spp. ¢ apontada como responsavel pela crescente incidéncia de casos de
septicemia nos hospitais (Giolo & Svidzinski, 2010; Oren & Paul, 2014), estando
classificada nos Estados Unidos entre a terceira ou quarta causa de infeccgdes
nosocomiais (Deorukhkar & Saini, 2016). Estas infec¢des sao mais comuns nas UCI,
visto ser onde se encontram doentes mais vulnerdveis e sujeitos a um maior nimero de
processos terapé€uticos invasivos (Viriato, 2014). Na UCI a taxa de mortalidade
associada a CI € cerca de 30-50% (Vazquez, 2010; Zarrin & Mahmoudabadi, 2009).
Segundo Sobel (2015), 10-12% de todas as infec¢des nosocomiais sdo provocadas por
Candida, e 8-15% das infec¢des nosocomiais que afectam a corrente sanguinea sao

provocadas por espécies deste género.

A distribuicao das diferentes espécies varia consoante a populacdo em estudo (idade) e
respectiva regido geografica, bem como doengas subjacentes ao hospedeiro e
terapéuticas instituidas, podendo ainda ocorrer variagdes entre hospitais de uma mesma
regido e entre as diversas unidades hospitalares (Deorukhkar & Saini, 2015a; Guinea,
2014). Este facto foi demonstrado num estudo de Falagas, Roussos e Vardakas (2010),
em que a prevaléncia de C. albicans e das espécies de CNA em amostras sanguineas de
pacientes em internamento variava de acordo com as regides geograficas. Enquanto C.
albicans foi predominantemente isolada no Norte, Centro da Europa e Estados Unidos
da América, as espécies de CNA foram principalmente isoladas no Sul da Europa,

América do Sul e Asia.
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2.2.1. Epidemiologia em Portugal

A caracterizacdo epidemioldgica das infec¢des por Candida em Portugal ¢ dificil de
determinar uma vez que os estudos existentes sdo escassos. A avaliacdo epidemioldgica
de infecgdes cutaneas/mucocutaneas em Portugal ¢ igualmente escassa, merecendo

futuras investigagoes.

Num estudo epidemiologico realizado em Portugal, num hospital no Porto, com duracao
de doze meses, evidenciou-se uma incidéncia de fungemia de 2,7 casos em cada 1000
admissdes hospitalares, estando-lhe associada uma taxa de mortalidade de 39,3%, onde
C. albicans (35%) foi a espécie mais isolada, seguida de C. parapsilosis (25,6%)
(Costa-de-Oliveira, Pina-Vaz, Mendonga, & Gongalves Rodrigues, 2008).

Num estudo posterior, realizado por Sabino et al. (2010), foi avaliada a incidéncia de
candidemia num Hospital oncolégico Portugués durante seis anos. Em 119 isolados,
observou-se uma maior incidéncia de C. albicans (48.7%), seguida de C. parapsilosis
(20.2%), C. tropicalis (8.4%), C. krusei (6.7%) e C. glabrata (5.0%), com uma taxa de
mortalidade total de 58.2%.

O primeiro estudo portugués multicéntrico, observacional e descritivo foi realizado
durante doze meses em dez hospitais de Portugal, onde se verificou uma incidéncia de
0,88 casos por cada 1000 admissdes hospitalares, correspondendo C. albicans (40%) a
espécie mais prevalente, seguindo-se C. parapsilosis (23%) e C. glabrata (13%) (Faria-
Ramos et al., 2014). A taxa de mortalidade foi de 25%, sendo esta mais incidente em
casos de C. glabrata, dando este estudo destaque a emergéncia de espécies ndo-albicans

(Faria-Ramos et al., 2014).

2.3.Factores de risco do hospedeiro

Apesar de C. albicans se apresentar como a espécie mais patogénica do género, tem-se
verificado o isolamento de outras espécies ndo-albicans identificadas como agentes
infecciosos: C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis,
Candida kefyr (C. kefyr), Candida norvegensis (C. norvegensis), Candida rugosa (C.
rugosa), Candida guilliermondii (C. guilliermondii), Candida lusitaniae (C. lusitaniae),
Candida famata (C. famata), Candida inconspicua (C. inconspicua), Candida lipolytica
(C. lipolytica) e Candida pelliculosa (C. pelliculosa) (Silva et al., 2012; Yapar, 2014).
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Neste sentido, emerge a necessidade de identificar os factores de risco do hospedeiro
numa primeira fase do diagndstico (Paramythiotou et al., 2014). Na Tabela 3 estdo
enumerados os factores relacionados com o hospedeiro que predispdem o

desenvolvimento dos diferentes tipos de candidoses superficiais.

Tabela 3. Factores de risco/predisponentes ao desenvolvimento de candidose cutdnea/mucocutinea.

(Adaptado de Fukushima et al., 2005; Kauffman, 2008, 2016a; Patil et al., 2015; Peixoto et al., 2014).

Infecgdo Factores de risco/predisponentes de candidose cutanea/mucocutinea

- Extremos de idade
Candidose - Utilizacdo de protese dentaria, falta de higienizacdo e mau ajuste da mesma
Orofaringea | - Terapéuticas com corticoesterdides inalados ou antibidticos de largo espectro

- VIH/SIDA, Diabetes mellitus, deficiéncias nutricionais, neutropenia, xerostomia

. - Doengas endocrinas
Esofagite )
- Candidose orofaringea

- Gravidez
Vulvovaginite | - Diabetes mellitus ou VIH/SIDA

- Contracepgdo oral ou antibioterapia

- Diabetes mellitus
Balanite - Antibioterapia recente

- SecregOes vaginais por contacto sexual

Mastite - Mulheres em periodo de amamentagio
Candidose
mucocutanea | - Endocrinopatias
cronica - Disfuncdo dos linfocitos T-helper
(CMCO)
- Sexo feminino
Candidoses | - Diabetes mellitus
das unhas - Traumatismos

- Contacto frequente com agua

Candidose S
) ) - Vaginite intensa
Intra-uterina

Cistite - Cateter urinario

) - Obesidade
Intertrigo

- Contacto frequente com agua
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A imunosupressao do hospedeiro podera levar ao desenvolvimento de infecgdes

sistémicas, cujos factores predisponentes se encontram enumerados na Tabela 4.

Tabela 4. Factores de risco para o desenvolvimento de CI. (Adaptado de Deorukhkar, Saini, & Mathew,
2014a; Kauffman, 2008; Leroy et al., 2009; Luzzati et al., 2013; Muskett et al., 2011; Paramythiotou et
al., 2014; Perlroth et al., 2007; Viriato, 2014).

Factores de Risco para o desenvolvimento de CI

Ma nutricao
Epidemiolégicos ) ] )
Prematuridade, baixo peso a nascenga ou idade avancada

Tratamento com corticosteroides, firmacos antifingicos, agentes
imunossupressores ¢ antibidticos de largo espectro

Intervengdes cirtrgicas, nomeadamente cirurgia gastrointestinal
Cirurgia oftalmica (remogao de cataratas)

Sonda vesical

Ventilagdo mecénica (> 48h)

Iatrogénicos
Hospitalizag@o prolongada, nomeadamente na UCI
Cateter venoso central

Nutri¢do parentérica total

Transplante de 6rgaos

Quimioterapia, radioterapia, hemodialise

Injeccdes intra-articulares

Neoplasia de 6rgdos ou hematologica
Malformagdes congénitas

Diabetes mellitus

Insuficiéncia renal cronica

Doenca ) ]
Colonizagdo ou infecgdo recorrente por Candida
Pancreatite aguda severa

Neutropenia (<500 neutrofilos/mm?)

Infeccdo VIH/SIDA

Actualmente, destacam-se a epidemia do VIH ou doengas cancerigenas como factores
de risco preponderantes na emergéncia das espécies de CNA. Estes contextos clinicos,
ou outros factores epidemioldgicos ou iatrogénicos, variaveis entre as diferentes
espécies, aumentam o risco de infec¢do por Candida (Tabela 5) (Deorukhkar & Saini,

2015b; Farmakiotis, Kyvernitakis, Tarrand, & Kontoyiannis, 2015).
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Tabela 5. Caracteristicas e factores de risco/predisponentes responsaveis pela emergéncia das espécies de
CNA. (Retirado e adaptado de Deorukhkar & Saini, 2015a; Kaur, Dhakad, Goyal, Bhalla, & Dewan,
2016; Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016; Paramythiotou et al., 2014).

Factores de risco/ predisponentes

Espécie

Epidemiologicos latrogénicos Doengca subjacente
Profilaxia com FCZ, exposicao
. . . Tumores sélidos,

prévia a equinocandinas, receptores .
] patologias hemato-
de transplante de medula 6ssea, .
o oncoldgicas,
C. glabrata Idade avangada transplante de 6rgaos solidos,

cirurgia abdominal, terapéutica
antibiotica, utilizagdo de

corticoides, NPT!e CVC?

disfungdo renal,
Diabetes mellitus,

VIH/SIDA

C. parapsilosis

Prematuridade,
criangas e jovens

(1-19 anos)

Presencga de dispositivo
intravascular, NPTl, receptores de
transplante de medula 6ssea,
infecgdes nosocomiais, formagao de
biofilmes em CVC?, antibioterapia
prévia, terapéuticas

imunossupressoras

Neutropenia,

queimaduras

C. tropicalis

Idade avangada

Internamento em UCI, cateterizagdo

prolongada, NPT', quimioterapia,

Neutropenia,

doenga maligna

terapéutica com antibidticos de (leucemia),
largo espectro VIH/SIDA
Profilaxia com FCZ, receptores de )
] ) Leucemia,
Faixa etéria transplante de medula 6ssea, ]
C. krusei ) o neutropenia,
neonatal internamento em UCI, cirurgia
) ] VIH/SIDA
gastrointestinal recente
Receptores de transplante de
C. guilliermondii ND’ medula 6ssea, cateteres Doencga maligna
intravasculares
Terapéutica com antibioticos de
C. lusitaniae ND? largo espectro, receptores de ND?
transplante de medula 6ssea
3 3 VIH/SIDA,
C. dubliniensis ND ND ]
neutropenia

! NPT — Nutrigio parentérica total
2 CVC — Cateter venoso central
* ND — Informagio nio disponivel
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2.4. Factores de viruléncia

Candida spp. possui diversos factores de viruléncia, entre os quais se podem destacar a
capacidade de adesdo aos tecidos do hospedeiro e a sua consequente capacidade de
invasdo e formagao de biofilmes, a secrecao de enzimas hidroliticas capazes de degradar
a c¢lula hospedeira (proteinases, fosfolipases, lipases e hemolisinas), o dimorfismo

morfoldgico e alteragdes fenotipicas (Figura 2).

Todos os factores supramencionados podem apresentar variagdes na sua expressio,
dependendo da espécie em causa e da sua origem geografica, do hospedeiro e do tipo,
local e estadio da infeccdo (Deorukhkar, Saini, & Mathew, 2014b). De acordo com
Giolo e Svidzinski (2010), estes factores podem actuar em sinergia no estabelecimento

do processo infeccioso.

Existem também diversos mecanismos de adapta¢do celular que contribuem para a
patogenicidade de Candida e sobrevivéncia na célula hospedeira (De Rossi et al., 2011;

Giolo & Svidzinski, 2010; Mayer et al., 2013; Sardi et al., 2013; Silva et al., 2012).

@ /des Dimorfismo
( E | 1 | Catutas do O > Q:)
| | | | hospedeirof

Invasao

Tigmotropismo

Alternancia fenotipica

QD
1 % I J Coloma Colonia
#< Destruicio opaca

branca

Formacé&o do biofilme Mecanismos nutricionais

Resposta Aminoacidos

ao stress Regulacdo
do pH

Cateter

Fe, Zn, Cu, Mn

Figura 2. Mecanismos de patogenicidade de C. albicans. (Retirada e adaptada de Mayer et al.,
2013).
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Apesar da sua emergéncia, ainda sdo poucos os estudos que evidenciam os factores de
viruléncia das CNA (Deorukhkar & Saini, 2015a; Silva et al., 2012), sendo por isso C.
albicans a espécie utilizada como modelo para o estudo dos diferentes processos e
factores que participam na interaccdo entre o microrganismo e a célula hospedeira

(Papon et al., 2013).

2.4.1. Adesao

Os mecanismos de reconhecimento da célula hospedeira permitem a adesdo de Candida,
iniciando-se deste modo o processo infeccioso (Brunke & Hube, 2013; De Rossi et al.,
2011). Este depende da expressdo de diversos genes, como também das condicdes
ambientais do hospedeiro, da espécie e da relacdo estabelecida entre ambos

(Modrzewska & Kurnatowski, 2015; Wang, Huang, Lan, & Chen, 2012).

A adesao ¢ mediada por proteinas especificas — adesinas — localizadas na parede celular
fingica, bem como por factores inespecificos, onde se incluem propriedades fisico-
quimicas como a hidrofobicidade, forgas electrostaticas e de Van der Walls e pontes de

hidrogénio (Giolo & Svidzinski, 2010; Silva et al., 2012).

As adesinas conferem ao microrganismo a capacidade de aderir tanto a superficies
bioticas, designadamente os aminoacidos e agucares presentes na superficie celular do
hospedeiro, como a materiais abioticos, de que sdo exemplos os dispositivos médicos
hospitalares ou as proteses dentdrias (Sardi et al., 2013). Estas proteinas desempenham

ainda um papel fundamental na formacao dos biofilmes (Brunke & Hube, 2013).

No caso de C. albicans, a ALS (agglutinine-like sequence) ¢ uma familia de oito genes
que codificam glicoproteinas (adesinas) com capacidade de aderir a célula hospedeira e
a outros microrganismos, podendo desencadear infec¢des mistas (Modrzewska &

Kurnatowski, 2015).

Segundo os mesmos autores, a sua expressdo vai depender, entre outros factores, da
morfologia da espécie fungica, ndo tendo sido identificadas em C. glabrata. Nesta
espécie, uma outra familia de genes, genes EPA, codifica as proteinas Epa (epithelial
adhesin), principais responsaveis pelo processo de adesao as células epiteliais (Brunke
& Hube, 2013; Modrzewska & Kurnatowski, 2015). Ja& em C. tropicalis, foram

reportadas trés proteinas Als, em C. parapsilosis cinco proteinas Als e seis Pga (outras
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proteinas de membrana) e em C. dubliniensis as adesinas sdo codificadas por um gene

semelhante ao de C. albicans, podendo apresentar diferencas na sua regulagdo (Silva et

al., 2012; Sullivan et al., 2004).

2.4.2. Biofilme

Um biofilme ¢ uma associagdo organizada de comunidades de células, geralmente
incorporadas numa matriz extracelular (Sardi et al., 2013). Os biofilmes de Candida
podem ser constituidos por células de diferentes morfologias: hifas e células
leveduriformes (blastoconidios), excepto os de C. glabrata, constituidos apenas por
blastoconidios (Finkel & Mitchell, 2011; Rodrigues, Silva, & Henriques, 2014; Sardi et
al., 2013).

Como se pode ver na Figura 3, a sua formacao pode ser sintetizada em quatro passos:

adesdo, inicia¢do, maturagdo e dispersao (Finkel & Mitchell, 2011).

D . & Bo O e
| Adesio | Iniciago

Figura 3. Etapas no processo de formacao de um biofilme. (Retirada e adaptada de Finkel & Mitchell,
2011).

Numa fase inicial, a adesdo das células leveduriformes a um substrato ¢ possibilitada
pela ocorréncia de processos fisico-quimicos e pela presenca de adesinas (Brunke &
Hube, 2013; Giolo & Svidzinski, 2010). Posteriormente, no passo de inicia¢do, a
proliferacdo das células leveduriformes e formacao dos tubos germinativos reflectem-se
na formacao de estruturas filamentosas — hifas e/ou pseudo-hifas — na parte superficial
do biofilme (Finkel & Mitchell, 2011; Mayer et al., 2013). Seguidamente, com a
maturacdo do biofilme da-se a acumulacdo dos constituintes que formam a matriz
extracelular, tornando-se assim a sua estrutura mais resistente a terapéutica antifungica.
As células nao aderentes libertam-se para o meio envolvente, podendo colonizar outras

superficies (Finkel & Mitchell, 2011).
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Muitos sao os factores que afectam a sua formacao e estrutura, nomeadamente o pH do
meio ambiente e a quantidade de oxigénio presente, bem como a espécie e estirpe de
Candida (Al-Fattani & Douglas, 2006; Sardi et al., 2013; Silva et al., 2012). A
componente genética ¢ também fundamental ja que alguns genes, ao codificarem
proteinas especificas da parede celular, influenciam o processo de adesdo ao substrato

ou a outras c¢lulas (Finkel & Mitchell, 2011).

Das espécies de CNA, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis € C. dubliniensis sao
aquelas que apresentam a capacidade de formar biofilmes, sendo o de C. dubliniensis
idéntico ao de C. albicans, cuja matriz € composta por hidratos de carbono, proteinas,
fosforo e hexosaminas. As caracteristicas dos biofilmes variam consoante a espécie,

como exposto na Tabela 6 (Deorukhkar & Saini, 2015a).

Tabela 6. Caracteristicas dos biofilmes de Candida spp. e principais genes reguladores. (Adaptado de

Deorukhkar & Saini, 2015a; Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016; Silva et al., 2012).

. _ ) Capacidade
Espécie Composicao da matriz Genes Forma
de formagdo
Menor quantidade de hidratos Monocamada
C. tropicalis BCRI Elevada
de carbono que C. albicans compacta

Elevada quantidade de proteinas
C. glabrata _ BCRI | Moderada “Tapete”
e hidratos de carbono

Maioritariamente constituida BCRI Monocamada
C. parapsilosis por hidratos de carbono (baixa CPHD Elevada ou multiplas
quantidade de proteinas) camadas

Segundo Deorukhkar et al. (2014a), C. tropicalis, quando comparada com C. albicans,
tem uma maior aptidao para a formacdo de biofilmes. Por sua vez, C. parapsilosis
apresenta elevada aptiddao para a formacdo de biofilmes em superficies plasticas
abidticas (cateteres e materiais de protese) bem como em meios ricos em glucose e
lipidos (Bujdakova, 2016; Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016). J4 os biofilmes de C.
glabrata, comparativamente aos das restantes espécies de CNA, apresentam actividade

metabolica reduzida (Rodrigues et al., 2014).
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2.4.3. Morfogénese

Algumas espécies de Candida apresentam a capacidade de alternancia reversivel entre a
forma leveduriforme (crescimento isotrdpico) e a filamentosa, hifa e/ou pseudo-hifa
(crescimento apical), consoante as condi¢des de temperatura ¢ pH do meio ambiente —
capacidade de dimorfismo (Giolo & Svidzinski, 2010; Sardi et al., 2013). A capacidade
de alternancia para a forma de hifa ¢ considerada um mecanismo de viruléncia que
aumenta a patogenicidade de Candida, nomeadamente de C. albicans, C. tropicalis e C.
dubliniensis, conferindo-lhes uma maior resisténcia a fagocitose e facilitando a invasdo

da célula hospedeira (Sardi et al., 2013; Silva et al., 2012).

A morfogénese de C. albicans envolve a expressdo de genes, nomeadamente o gene
HGC1 que, de acordo com Thompson et al. (2011), esta directamente implicado na
inducdo da forma filamentosa e consequente patogenicidade. Muitas sdo também as
proteinas implicadas na inducdo da forma micelial de C. albicans, nomeadamente as
proteinas Hwpl, Als3, Sap4, Sap5, Sap6, Ecel e Hyrl (Mayer et al, 2013). A
alternancia de morfologia ¢ também controlada por mecanismos de transdugdo de sinal

e reguladores de transcricdo (Thompson et al., 2011).

Tal como C. albicans, C. tropicalis e C. dubliniensis estdo associadas, devido a
capacidade de formagdo de hifas, a uma maior capacidade de adesdo e invasdo
subsequente. Pelo contrario, de acordo com Brunke e Hube (2013), a viruléncia de C.

glabrata nao depende da sua morfologia.

2.4.4. Enzimas

As enzimas hidroliticas extracelulares representam o factor de viruléncia com maior
relevancia na infeccdo por Candida, ja que estas degradam a célula hospedeira,
facilitando a sua colonizacdo e consequente estabelecimento da infec¢cdo (Deorukhkar &

Saini, 2013).

Neste grupo incluem-se as aspartil proteinases (Saps), fosfolipases, lipases, e
hemolisinas, sendo as proteases e fosfolipases as de maior relevancia (Deorukhkar et al.,
2014b; Sardi et al., 2013; Silva et al., 2012). Uma vez que C. albicans ¢ considerada a
mais patogénica, existem por conseguinte mais estudos centrados nesta espécie (Moran,

Coleman, & Sullivan, 2012).

29



Candida ndo albicans como patogénicos emergentes

As proteases contribuem para a patogenicidade, ja que sdo responsaveis pela degradacao
da queratina, colagénio e mucina, proteinas que constituem as membranas epitelial e
mucosa da célula hospedeira (Deorukhkar et al., 2014b), e degradam também
componentes de defesa do sistema imunolégico, como as imunoglobulinas,
complemento e citoquinas, afectando a imunidade do hospedeiro (Deorukhkar et al.,

2014b; Giolo & Svidzinski, 2010; Williams & Lewis, 2011).

Em C. albicans, a actividade proteolitica ¢ levada a cabo por uma familia de
isoenzimas. Estas sdo codificadas pelos genes SAPI-10, sendo que as proteinas
codificadas pelos genes SAPI-6 promovem a adesdo e degradacao da célula hospedeira,
afectando a resposta imunitaria, e aquelas que sdo codificadas pelos genes SAP9-10
estdo expostas na parede celular do microrganismo, preservando a integridade da célula
patogénica (De Rossi et al., 2011; Sardi et al., 2013). As Saps tém um comportamento
heterogéneo no que respeita ao pH ambiental, o que lhes permite sobreviver em

diferentes condigdes (Williams & Lewis, 2011).

Num estudo conduzido por Deorukhkar et al. (2014b), C. albicans demonstrou ser a
espécie com maior actividade proteolitica, embora esta se tenha verificado também em
espécies de CNA, entre elas C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii, C.
parapsilosis € C. dubliniensis (Deorukhkar & Saini, 2015a; Deorukhkar & Saini, 2013;
Sardi et al., 2013; Staniszewska et al., 2012).

De acordo com Silva et al. (2012), foram identificados 3 genes que codificam Saps
(SAPPI-SAPP3) em C. parapsilosis, pelo menos 4 genes que codificam Saps em C.
tropicalis (SAPTI-SAPT4) e um tipo de Sap, nao especificado, de C. glabrata. No caso
de C. dubliniensis, estao descritos 8 genes que codificam Saps (Whibley & Gaffen,
2015).

As fosfolipases (PLs) sdo proteinas que hidrolisam as ligagdes éster dos fosfolipidos da
membrana da célula hospedeira, transformando-os em acidos gordos e destruindo assim
a célula hospedeira ao exporem os receptores de membrana, facilitando os processos de
adesdo e invasao (Deorukhkar & Saini, 2015a; Deorukhkar et al., 2014a; Silva et al.,
2012; Williams & Lewis, 2011).

Foram identificados 7 genes que codificam fosfolipases: PLA, PLBI, PLB2, PLCI,
PLC2, PLC3 e PLDI (Sardi et al., 2013; Williams & Lewis, 2011). C. parapsilosis, C.
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glabrata, C. tropicalis e C. dubliniensis sao as espécies nao-albicans onde se observou

a existéncia de actividade fosfolipidica (Deorukhkar & Saini, 2015a).

As lipases sdo responsaveis pela hidrélise dos triacilglicerdis para a obtencdo de
nutrientes. Estas facilitam também a adesdo a célula hospedeira e desencadeiam

processos inflamatorios ao afectarem o sistema imunitario (Sardi et al., 2013).

Tanto C. albicans como a maioria das espécies de CNA tém a capacidade de produzir
hemolisinas, factor hemolitico essencial que culmina com a lise dos eritrdcitos da célula
do hospedeiro e, consequentemente, com a obtencdo de ferro por parte destes

microrganismos (Rodrigues et al., 2014; Sardi et al., 2013; Silva et al., 2012).

O ferro ¢ um elemento inorganico essencial para o desenvolvimento das diferentes
espécies de Candida, ja que permite que o microrganismo sobreviva na célula
hospedeira (Sardi et al., 2013). Estas necessitam de o captar da célula hospedeira, onde
se encontra normalmente no espaco intracelular ligado ao grupo heme ou em forma de
ferritina, enquanto uma pequena quantidade se encontra associada a proteinas de

transporte (lactoferrina e transferrina) (Giolo & Svidzinski, 2010).

2.4.5. Potencial oxidativo

As espécies reactivas ao oxigénio (ROS), quando em excesso, sdo responsaveis pela
lesdo das células, tecidos ou 6rgdos, levando a um processo inflamatério e criando um
estado de stress oxidativo. As ROS poderdo ter origem enddgena, quando resultam de
reac¢des metabdlicas normais tais como produgdo mitocondrial de energia ou reacgdes
de destoxificag@o. A origem também podera ser exdgena quando se trata de exposi¢do a
poluentes ambientais, radiacdes ionizantes ou de infec¢des fungicas, bacterianas ou

virais (Miraloglu, 2016).

Perante uma infec¢do fungica, as células fagociticas vao actuar em defesa do
hospedeiro, produzindo ROS responsaveis pela degradacdo do microrganismo
patogénico fagocitado (Miraloglu, 2016). Porém, alguns fungos patogénicos,
nomeadamente C. glabrata, sdo tolerantes aos radicais livres e perdxidos, uma vez que
possuem mecanismos enzimaticos e nado-enzimaticos antioxidantes, resistindo deste

modo ao stress oxidativo (Miraloglu, 2016).
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Assim sendo, os mecanismos celulares de resposta ao stress oxidativo apresentam-se
como uma defesa de alguns fungos e um importante factor de viruléncia, ja que
aumentam a sua tolerancia as ROS e asseguram a sua resisténcia ao stress oxidativo e

sobrevivéncia no interior da célula de defesa do hospedeiro (Miraloglu, 2016).

2.4.6. Switch fenotipico

C. albicans apresenta também como factor de viruléncia a capacidade de switch
fenotipico entre colonias geneticamente semelhantes — brancas e lisas ou opacas e de
textura rugosa. As coldnias diferem na sua patogenicidade e expressao genética, estando
as opacas associadas a colonizacdo cutanea e a uma maior susceptibilidade a fagocitose,
enquanto as brancas s3o menos propensas a serem fagocitadas e se associam

normalmente a casos de candidemia (Schell, 2015).

No que respeita as CNA, este mecanismo estd descrito para C. [lusitaniae, C.
guilliermondii, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. glabrata, onde se encontram descritos
diferentes fen6tipos baseados na cor que apresentam em meio de cultura com Sulfato de
Cobre (CuSQy) (del Valle, 2015; Lastauskiené, Ceputyté, Girkontaité, & Zinkeviciené,
2015; Tscherner, Schwarzmiiller, & Kuchler, 2011).

2.5.Patogénese da infeccao

Nas infecgdes por Candida, existem dois mecanismos possiveis de patogénese:
endogeno ou exdgeno (Figura 4). Nas infecgdes por via enddgena, a transmissdo deve-
se ao caracter patogénico oportunista destes microrganismos em causar infecgdo em
individuos imunocomprometidos. Por outro lado, estes poderdo ser responsaveis por
infecg¢des por via exdgena, como a disseminagdo através das maos dos profissionais de
saude ou através de dispositivos médicos hospitalares (Giolo & Svidzinski, 2010;

Paramythiotou et al., 2014; Sardi et al., 2013).
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Figura 4. Mecanismos de patogénese da infeccdo por Candida. (Retirado e adaptado de Eggimann,

Garbino, & Pittet, 2003; Mendes, 2012).

Para estabelecimento do processo infeccioso, tera que ocorrer a adesdao a célula do
hospedeiro e consequente invasdo (por endocitose induzida ou penetracdo activa),
sobrevivéncia, multiplicagdo do microrganismo e disseminagdo até a corrente sanguinea
caso se trate de uma infecgao sistémica (Figura 5) (Brunke & Hube, 2013; Silva et al.,
2012; Wachtler et al., 2012), pelo que os casos de candidemia se encontram
normalmente associados a periodos de hospitalizagdo prolongados (Gomez, Garcia-

Vézquez, Hernandez, Espinosa, & Ruiz, 2010).
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Figura 5. Patogénese da CI. (Retirada e adaptada de Kullberg & Arendrup, 2015).

Segundo Brunke e Hube (2013), C. albicans e C. glabrata sao as duas espécies
patogénicas mais comuns. No entanto, estudos revelam incerteza quanto ao modo de
invasdo da espécie leveduriforme até a corrente sanguinea, ja que ¢ a forma filamentosa
que estd associada a invasdo da célula hospedeira. Os cateteres, nutricdo parentérica e
cirurgias sdo apontados como possiveis modos de disseminacdo da espécie

leveduriforme (Jacobsen et al., 2012; Perlroth et al., 2007).
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Em suma, num estudo em que se utilizou C. albicans como modelo, levado a cabo por
Dalle et al. (2010), concluiu-se que o processo de adesdo, invasdo e destruicdo ¢
influenciado por alguns factores, como o tipo de tecido ao qual vao aderir, o estado de
diferenciagdo das células epiteliais, bem como a espécie de Candida em causa ¢ a sua

morfologia.

2.6. Resposta do Hospedeiro

Perante uma infeccdo por Candida, reveste-se de elevada importincia o papel das
células fagociticas — neutrdfilos, monoécitos, macrofagos e células dendriticas — na
defesa do hospedeiro (Brown, 2011; Rodrigues et al., 2014). O tipo de candidose e
respectiva dimensao sao influenciados pela resposta do hospedeiro, pelo que os doentes
com neutropenia sdo considerados de risco de candiose mucocutanea e invasiva, dado o

reduzido numero de neutréfilos circulantes (Lionakis & Netea, 2013).

A parede celular de Candida ¢é constituida internamente por quitina e B-glucanos e,
externamente, por glicoproteinas (mananos e manoproteinas) (Lewis et al., 2012). Estes
polimeros de hidratos de carbono conferem a parede celular rigidez e protecgdo face as
diferentes condi¢des ambientais, embora a sua estrutura seja dindmica, acompanhando

as alteracdes morfologicas de algumas das espécies do género (Brown, 2011).

Os constituintes da parede celular fungica, bem como o DNA e RNA, conhecidos como
padrdes moleculares associados ao agente patogénico (PAMPs), vao ser reconhecidos
pelos receptores de reconhecimento padrdo (PRR), nomeadamente os receptores 7oll-
like (TLRs) — TLR-2, TLR-4, TLR-7 e TLR-9 — e receptores de lecitina do tipo C
(CLRs) — receptores de manose, dectina-1, dectina-2, entre outros — localizados na
superficie das células fagociticas que compde o sistema imune inato — macréfagos,
neutrofilos e células natural killer (NK) (Figura 6) (Brunke & Hube, 2013; Lionakis &
Netea, 2013; Smeekens, van de Veerdonk, Kullberg, & Netea, 2013; Voigt et al., 2014).
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Figura 6. Principais PRR envolvidos no reconhecimento de Candida. (Retirada e adaptada de

Lionakis & Netea, 2013).

Os PRR reconhecem a célula fungica e ligam-se ao ligando correspondente (PAMP),
promovendo a fagocitose. Posteriormente a fagocitose, da-se a formacao do fagossoma
que, apos a sua maturagdo por processos de fusdo e fissdo, da origem ao fagolisossoma,
estrutura esta com actividade antimicrobiana capaz de digerir o agente patogénico
(Brown, 2011). Sdo induzidas vias de sinalizaga@o intracelulares que levam a secrecao de
mediadores soliveis, como citocinas € quimiocinas, desencadeando-se uma resposta
inflamatéria (Brown, 2011). Assim, ¢ de salientar o papel dos PRR na defesa do

hospedeiro e modulacdo das respostas imune inata e adaptativa (Smeekens et al., 2013).

A emergéncia das infecgdes flungicas assenta no facto dos agentes patogénicos
adquirirem mecanismos de sobrevivéncia. Assim, existem estratégias desenvolvidas
pelas espécies fungicas que impedem o seu reconhecimento: mecanismos para
“mascarar” os PAMPs e modulacdo da activacdo do sistema complemento, prevenindo a

opsoniza¢do (Brown, 2011).

A capacidade de dimorfismo de algumas espécies de Candida poderd conduzir a
modificagdes na parede celular fingica, alterando-se os PAMPS, dificultando deste
modo o reconhecimento do agente patogénico pelas células do sistema imunitario do

hospedeiro (Lewis et al., 2012).

Além das estratégias supramencionadas, C. glabrata possui a capacidade de interferir
com a maturacdo do fagossoma e evitar a sua acidificagdo, possuindo igualmente a
capacidade de armazenamento de ferro, resisténcia ao stress oxidativo, adaptagdo
nutricional e evasdo desta mesma estrutura, conseguindo também, por outro lado,
resistir a0 ambiente pobre em nutrientes do fagolisossoma (Brown, 2011; Kasper,

Seider, & Hube, 2015). C. glabrata consegue-se replicar e sobreviver entre 2-3 dias no
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interior dos macrdéfagos, sendo esta uma estratégia para a sua disseminagdo

hematogénica (Kasper et al., 2015).

No caso de C. albicans, a estratégia de sobrevivéncia passa pela sua capacidade de
dimorfismo, levando a formacao de hifa, estrutura capaz de degradar a membrana dos
macrofagos (McKenzie et al., 2010). Por outro lado, como referido anteriormente, C.
glabrata tem a capacidade de sobrevivéncia e multiplicacao no fagolisossoma uma vez
que interfere com o processo de maturagdo do mesmo, pelo que a sua estratégia assenta
num processo de autofagia (Rodrigues et al., 2014; Roetzer, Gratz, Kovarik, & Schiiller,

2010).

A imunidade inata, onde intervém geralmente os neutréfilos e macréfagos, segue-se a
imunidade adaptativa, mediada pelas células dendriticas. Estas conferem memoria a
longo prazo e vao ser responsaveis pela activacao das células T, que se diferenciam em
células T-helper (Thl, Th2 e Th17) e T-reguladoras, que vao modular a resposta imune
adaptativa e combater a infec¢do fungica (Brown, 2011; Wiithrich, Deepe, & Klein,

2012).

2.7. Interesse clinico

Como referido anteriormente, as espécies de Candida possuem a capacidade de
colonizar diversas regides anatomicas, causando infec¢des superficiais da pele e
mucosas — candidoses cutaneas e mucocutaneas (Tabela 7) — ou infec¢des disseminadas
e potencialmente fatais — candidemia e candidoses invasivas (Tabela 8) (Sardi et al.,
2013). O tipo e dimensdo da infec¢do sdo determinados pelo estado imunologico do

hospedeiro (Peixoto et al., 2014).
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Tabela 7. Caracterizagdo das candidoses cutaneas e mucocutaneas. (Adaptado de Ferreira & de Sousa,
2000; Kauffman, 2008, 2016a; Oliveira, Luchese, Novak, Abreu, & Martins, 2012; Patil et al., 2015;
Peixoto et al., 2014).

Candidose Sinais/sintomas

Candidose pseudomembranosa aguda (“sapinhos”): Placas ou

Candidose Orofaringea
nddulos brancos, confluentes, aderentes e aspecto cremoso.
Mucosa bucal, palato, lingua,
Facilmente removiveis.
cantos da boca (queilite angular),
Candidose atréfica cronica (“estomatite por dentadura™):

amigdalas ou faringe
Eritema doloroso, com auséncia de placas.
b

Geralmente assintomatica, associada a nauseas e vomitos;

Esofagite ) . . . .
) placas brancas eritematosas, disfagia ¢ odinofagia, hematemese,
Esofago . )
dor epigastrica
Balanite

Glande do pénis, podendo ) o
o Eritema pruriginoso pustular e placas pseudomembranosas
estender-se as virilhas e zona

perianal
Vulvovaginite Eritema vulvar, prurido intenso, corrimento vaginal (geralmente
Mucosa vaginal branco cremoso, tipo coalho e inodoro), distria ¢ dispareunia
Mastite

) ) Lesdo eritematosa e pruriginosa
Sulco inframamario

Candidoses anais Lesdes pruriginosas bem delimitadas, sensag@o de queimadura e

Anus maceracdo da pele

Paroniquia (pele na periferia da unha): Les@o inflamatoria,
Candidoses das unhas
eritematosa e dolorosa
Unha ou pele na sua periferia ) o
Oniquia (unha): unhas espessas, opacas e fridveis

Candidose mucocutinea cronica
(CMO) Lesdes vermelhas com hiperqueratinizagdo, geralmente
Mucosa oral, pele, unhas, couro | indolores

cabeludo, tronco, maos e dedos

Intertrigo

Zonas quentes e himidas da pele | Lesdo eritematosa, descamativa, exsudativa e pruriginosa,

(espagos interdigitais das mios e | geralmente com bordos bem definidos, rodeados por pequenas

pés, pregas sub-mamarias ou vesiculas ou pustulas

supra-pubica, virilhas e axilas)

Apesar de ocorrerem com menos frequéncia, as CI desenvolvem-se num hospedeiro

vulneravel, sendo pertinente referir que a sintomatologia clinica de uma infec¢do
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fungica sistémica (Tabela 8) apresenta pouca especificidade, sendo semelhantes aos

sinais de septicemia bacteriana (Giolo & Svidzinski, 2010; Silva et al., 2012).

Tabela 8. Caracterizagdo das candidoses invasivas. (Adaptado de Kauffman, 2008, 2016a; Silva et al.,

2012).

Caracteristicas das CI

- Manifestagdo mais comum de candidoses disseminada

- Podera originar choque séptico ou candidose disseminada

Candidemia
apesar da auséncia de positividade nas hemoculturas
Sangue ) ) . .
2 - Histologicamente: microabcessos em diversos 0rgaos
=
s - Aparecimento de lesdes cutdneas e retinianas
- p—
§ - Complicagio da candidemia
£ Endocardite
° - Incomum e normalmente fatal
S :
124 Candidose ) . )
2 Apds contagem normalizada de neutréfilos:
= disseminada
- Febre alta
cronica
- Dor e sensibilidade no hipocondrio direito
(candidose
) - Lesoes no figado e bago
hepatoesplénica)

Infecgoes do trato | - Possibilidade de febre

urinario - Dor na regido lombar
(Candiduria) - Nauseas e vomitos
Infeccoes Febre e dores nas costas poderdo ocorrer semanas apos

osteoarticulares | episddio de fungemia

Endoftalmite
Lesdes brancas na retina que podem atingir humor vitreo e
Normalmente por ) )
conduzir a cegueira
C. parapsilosis

- Dor abdominal

Infecgoes focais invasivas

Peritonite

- Febre

- Febre

- Rigidez no pescogo
Meningite

- Dores de cabeca

- Alteracdo do estado mental
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Apesar da elevada patogenicidade e diversidade de infec¢des provocadas por C.

albicans, as CNA tém surgido cada vez mais como agentes patogénicos, desencadeando

infecgdes semelhantes (Tabela 9) (Deorukhkar & Saini, 2015a).

Tabela 9. Manifestacdes clinicas relevantes associadas a espécies de Candida ndo-albicans. (Retirado e

adaptado de Deorukhkar & Saini, 2015a; Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016; Peixoto et al., 2014;

Wilson, Delport, & Ponich, 2014).

Espécie

Manifestacoes clinicas

C. tropicalis

Candidemia, candidose disseminada, candiduria associada a

cateter, candidose orofaringea, vulvovaginite

C. glabrata

Candidemia, candiduria, vulvovaginite, esofagite, candidose

orofaringea

C. krusei

Candidemia, endoftalmite, endocardite, osteomielite

C. parapsilosis

Candidemia, endoftalmite, endocardite, artrite séptica,
peritonite e outras infec¢des disseminadas associadas a

dispositivos protésicos, candidose orofaringea

C. lusitaniae

Candidemia e outras formas de candidose sistémica

C. guilliermondii

Candidemia em doentes previamente sujeitos a cirurgias
cardiovascular ou gastrointestinal, endocardite em individuos

toxicodependentes

C. dubliniensis

Candidose orofaringea em pacientes VIH/SIDA. Raramente

desencadeia CI
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3. Identifica¢ao laboratorial

O diagnostico das candidoses cutaneas/mucocutaneas baseia-se na realizagdo de exame
directo de esfregacos de pele, unhas, mucosa oral e vaginal, com o auxilio de KOH
(Hidroxido de Potassio) ou de corantes como o azul de metileno ou coloragdo de Gram
que permitem a observagao ao microscopio das diferentes estruturas: leveduras, hifas e
pseudo-hifas (Hidalgo, 2016; Sobel, 2015). Na Tabela 10 estao explicitos os ideais de

um teste para diagnosticar infecgdes invasivas por Candida.

Tabela 10. Caracteristicas do teste ideal para diagndstico de CI. (Retirado e adaptado de Clancy &
Nguyen, 2013).

Performance do teste

Minimamente invasivo (exemplo: amostra de sangue ao invés de amostra de tecido)

Volumes reduzidos de amostra, rapido, sensivel e especifico

Exige um trabalho minimo (enquadra-se no normal funcionamento dos laboratérios)

Fornece dados especificos da espécie em causa e susceptibilidade aos AF

Objectivos do teste

Identificar pacientes num estadio inicial da infec¢ao

Identificar pacientes com candidemia e candidose invasiva

Identificar pacientes com candidemia e com predisposi¢do para desenvolvimento de CI

Identificar pacientes com candidose profunda e com resultados negativos na hemocultura

Fornecer informagdes de prognéstico

Todavia, ndo existe este teste ideal descrito na Tabela 10, tendo-se verificado que o
diagnéstico de candidose invasiva ¢ bastante complexo e apresenta algumas limitagdes,
entre elas a baixa sensibilidade e morosidade dos métodos convencionais (Gomez et al.,

2010; Quindos, Eraso, Lopez-Soria, & Ezpeleta, 2012).
3.1. Métodos convencionais

A observacgao e estudo macro e microscopico das amostras clinicas, a sua inoculagdo em
meios que permitem o isolamento do agente causal e a avaliagdo da resposta imunitaria
do hospedeiro destacam-se como métodos convencionais de diagndstico de uma

infec¢do por Candida (Gémez et al., 2010; Oren & Paul, 2014; Quindos et al., 2012).
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O diagnoéstico da infecgdo fungica assenta na observacao morfoldgica das colonias
(estudo macroscopico) e na observacdo microscopica do fungo e respectivas
propriedades bioquimicas, fisiolégicas e imunologicas (Quindds et al., 2012). Para a
deteccao de CI, os métodos cléssicos, entre eles microscopia directa, histopatologia e

cultura, apresentam baixa sensibilidade (Sampaio & Pais, 2014).

Uma vez que as hemoculturas ndo permitem diagnosticar CI na auséncia de candidemia,
o método de elei¢cdo para este diagnodstico baseia-se na cultura de amostras de tecidos
infectados, recolhidos assepticamente (Clancy & Nguyen, 2013). Através do estudo
microscopico dos tecidos, torna-se igualmente possivel observar estruturas especificas
de Candida (facilitado pela utilizacdo de corantes como o PAS — Periodic Schiff Acid)

ou a resposta inflamatéria desencadeada no hospedeiro (Quindés et al., 2012).

Porém, o estudo histologico apresenta limitagdes, como o facto da observacdo das
estruturas fingicas caracteristicas apenas ser possivel numa fase avangada da infeccao
(Quindos et al., 2012). Em alguns casos, o estado do paciente ndo retine condig¢des
favoraveis a recolha de amostras de tecidos profundos (Sampaio & Pais, 2014),
podendo ser um método muito invasivo € nao conclusivo quanto a espécie infectante
(Low & Rotstein, 2011). Devido a necessidade de rapido processamento das amostras,

esta técnica exige ainda um técnico altamente qualificado (Quindds et al., 2012).

Em muitos casos ¢ dificil a identificacio de uma espécie concreta, existindo aspectos
técnicos que influenciam a sensibilidade do diagndstico microscopico: corantes
aplicados na preparagdo da amostra, nimero de campos observados e ampliagdes

utilizadas (Quindos et al., 2012).

O diagnostico etioldgico exige o isolamento em meios de cultura apropriados. Candida
spp., sendo um agente patogénico ndo fastidioso, t€ém a capacidade de crescer na
maioria dos meios standard, como € o caso do meio Sabouraud dextrose agar (SDA)
(Deorukhkar & Saini, 2015a). Estes sdo meios selectivos, adicionados de antibidticos
como o cloranfenicol e/ou gentamicina, cujo propdsito € inibir o crescimento bacteriano
(Quindos et al., 2012). Apesar da maior parte dos fungos crescer em meios standard, a
partir de 1990 surgiram os meios de cultura cromogénicos, de que ¢ exemplo o
Chromagar Candida (Giolo & Svidzinski, 2010; Quindés et al., 2012). Os meios
cromogénicos constituem um avango no diagnoéstico, ja que permitem a identificagao

presuntiva de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis com base na coloracao
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das colonias, bem como a deteccdo de culturas mistas (Ellepola & Morrison, 2005;

Giolo & Svidzinski, 2010; Quindos et al., 2012).

As espécies de Candida poderdao ser ainda identificadas através de outros métodos

fenotipicos, referidos na Tabela 11, entre eles a producdo de tubo germinativo,

clamidoésporos (esporos assexuados resistentes produzidos em resposta a condigdes

adversas) e testes de fermentagdo de agucares (Silva et al., 2012).

Tabela 11. Caracteristicas fenotipicas do diagndstico laboratorial de Candida. (Adaptada de Brandt &
Lockhart, 2012; Nunn, Schéfer, Petrou, & Brown, 2007; Ozcan, Ilkit, Ates, Turac-Bicer, & Demirhindi,
2010; Silva et al., 2012; University of Adelaide, 2016; Whibley & Gaften, 2015).

C. albicans | C. dubliniensis | C. glabrata C. parapsilosis | C. tropicalis | C. krusei
o o Colonias
Colonias Colonias de
) brancas, ) )
brancas, Colonias cor creme, ) Colonias de Colonias
< ) ) brilhantes, de
@) brilhantes, brancas, de brilhantes, cor creme, brancas a
2 ) ) aspecto
-g lisas e de aspecto lisas, de com borda creme, de
S Cremoso, com o )
aspecto Cremoso aspecto micelial textura lisa
textura
cremoso Cremoso )
lisa/rugosa
=29 ) ) Colonias
S Colonias Colonias
§ s ) ) ) ) cor-de-rosa
5= azuis Colodnias brancas, cor- Colodnias Colodnias
~ E . com
T &§| esverdeadas/ verdes de-rosa ou brancas azuis escuras
O O rebordo
.9 verdes roxas
§ branco
Glucose.
" Glucose e
S Glucose, Nao
S w Maltose. Glucose.
g 0 . Glucose e Glucose e _ Sacarose, fermenta
& 8 Nio Nao fermenta
s 2 Maltose Trealose Maltose e Maltose
£ & fermenta Maltose.
g Galactose nem
= Sacarose
Galactose
o
i
o = .. .. . . . .
g £ Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
= E
Yt
(0]
)
wn
o)
=
a
é Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
5
@)
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As hemoculturas sdao um método confirmatério que, apesar da reduzida sensibilidade
(cerca de 50%) e do maior tempo dispendido no diagndstico de CI (Clancy & Nguyen,
2013), continuam a ser um método de elei¢cdo no diagndstico de candidemia (Pappas et
al., 2015; Ruhnke, 2014). Muitas vezes apenas expressam um resultado positivo numa
fase posterior da infecg¢do, pelo que existem técnicas que reduzem o tempo para
detec¢ao de hemocultura positiva e/ou aumento da sensibilidade deste método, como o
método de lise-centrifugacdo ou a automatizacdo das hemoculturas (Ellepola &
Morrison, 2005; Quindos et al.,, 2012). Porém, estas poderdao expressar resultados
negativos quando o agente causal ndo se encontra na corrente sanguinea ou quando

existe em concentragdes inferiores ao limite detectavel (Clancy & Nguyen, 2013).

Em suma, apesar de moroso e apresentar baixos rendimentos, o diagnostico
microbiolégico baseado em meios de cultura ¢ menos dispendioso e oferece material
que permite a execucdo de TSAF (Kullberg & Arendrup, 2015; Low & Rotstein, 2011).
Estes sdo de grande relevancia para a institui¢do de uma terapéutica segura, correcta e
eficaz, ja que a emergéncia das espécies ndo-albicans esta relacionada com a resisténcia

aos AF (Giolo & Svidzinski, 2010).

3.2. Métodos serologicos e moleculares

A deteccao do antigénio (Ag) de Candida ou anticorpos (Ac) anti-Candida, detecgao de
1,3-B-D-glucano e PCR sdo algumas das metodologias ndo baseadas em meios de

cultura (Clancy & Nguyen, 2013; Pappas et al., 2015).

As técnicas serologicas assumem particular relevancia apenas para os casos de CI. Estas
baseiam-se tanto na deteccdo de componentes fingicos, como na deteccdo dos Ac
produzidos em resposta a infeccdo (Gomez et al., 2010). Contudo apresentam algumas
limitagdes, nomeadamente o facto de nao distinguirem entre colonizagdo e infecgao por

Candida (Sampaio & Pais, 2014).

Existem dois testes disponiveis no mercado que, através de ensaios imunoenzimaticos
(EIA-ELISA), permitem a deteccdo de Ag especifico de Candida e dos Ac especificos
produzidos contra estes Ag — Platelia Candida Ac e Platelia Candida Ag (Bio-rad
Laboratories). O teste Platelia Candida Ag permite detectar o Ag manano através da

utilizagdo de um Ac monoclonal (EB-CAT1), que reconhece epitopos de manoproteinas
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de diversas espécies, nomeadamente C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
guilliermondi, C. dubliniensis e C. lusitaniae (Rimek, Singh, & Kappe, 2003). A
utilizacdo dos dois testes permite um aumento da sensibilidade e ¢ eficaz em doentes
neutropenicos (Gomez et al., 2010; Lacasa, Rodriguez, Ortega, Mazuelos, & Garcia,

2012).

O diagnostico de CI podera basear-se também na deteccdo de componentes nao
antigénicos, nomeadamente 1,3-B-D-glucano e DNA (Gémez et al., 2010). A Food and
Drug Administration (FDA) aprovou a utiliza¢do, conjuntamente com isolamento em
meios de cultura, do ensaio Fungitell (Associates of Cape Cod, East Falmouth,
Massachusetts), que permite a deteccdo de 1,3-f-D-glucano (Pappas et al., 2015).
Porém, a detecgdo deste componente apresenta algumas limitacdes, como a baixa
especificidade e consequentes falsos-positivos (Pappas et al., 2015), pelo que um
resultado positivo ndo ¢ imperativo de infeccdo por Candida, j4 que o componente 1,3-
B-D-glucano também estd presente em outros fungos patogénicos (Clancy & Nguyen,

2013).

A técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) ¢ a metodologia molecular com maior
impacto no diagnostico de infecgdes por Candida, com elevada sensibilidade e
especificidade, apropriada para a detec¢do de quantidades limitadas de 4cidos nucleicos
de amostras sanguineas, tecidos ou microrganismos isolados em meios de cultura

(Sampaio & Pais, 2014; Silva et al., 2012).

Existem diversas metodologias baseadas na técnica de PCR, quantitativas e/ou
qualitativas, que detectam o DNA de Candida, entre elas o PCR em tempo real ou RT-
PCR (método de PCR com transcriptase reversa). Estas técnicas permitem a
identificagdo do género e diferencia¢do de espécies flngicas, possibilitando igualmente
a identificacdo de “espécies criticas”, isto €, potencialmente patogénicas e que ndo se
conseguem diferenciar pelos métodos convencionais (Brandt & Lockhart, 2012;
Sampaio & Pais, 2014). O PCR em tempo real ¢ um método quantitativo que minimiza
o risco de contaminagdo cruzada e falsos-positivos, sendo por isso o mais recomendado

das técnicas de PCR (Lacasa et al., 2012).

Apesar de uma hemocultura positiva ser um método de elei¢do no diagndstico de

candidemia, quando surge um resultado negativo em hemocultura e positivo por PCR
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em tempo real, num paciente que apresente factores de risco, ¢ suficiente para inicio de

terapéutica empirica antifungica (Moreira-Oliveira et al., 2005).

O método LightCycler SeptiFast system (Roche) ¢ um sistema de PCR em tempo real
que permite a identificagdo, a partir de amostras sanguineas, de casos de septicemia por
C. albicans e de quatro espécies de CNA, entre elas C. tropicalis, C. parapsilosis, C.

krusei e C. glabrata (Sampaio & Pais, 2014; Sitnik et al., 2014).

Existem outros métodos que permitem uma rapida identificagdo das espécies de
Candida, como o Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) e o Peptide Nucleic Acid Fluorescent In Situ
Hybridation (PNA-FISH) (Oren & Paul, 2014). De acordo com um estudo que
comparou os dois métodos anteriormente referidos, demonstrou-se que os resultados

obtidos estavam em concordancia a 100% (Luzzati et al., 2013).

Ao invés de substituirem os métodos baseados em meios de cultura, as metodologias
moleculares deverdo ser utilizadas como complemento do diagnoéstico (Clancy &
Nguyen, 2013; Pappas et al., 2015; Quindos et al., 2012). O incremento na sua
utilizagdo prende-se com o facto de permitirem um diagndstico mais rdpido em

pacientes com risco de desenvolverem CI (Sampaio & Pais, 2014).

As metodologias ndo baseadas em meios de cultura ndo apresentam uma relagdo
risco/beneficio favoravel, comparativamente aos métodos classicos (Giolo &
Svidzinski, 2010). Por conseguinte, a maioria dos diagndsticos baseiam-se em métodos
ndo moleculares, dado o custo elevado que acarreta a técnica de PCR, problemas na
preparagdo da amostra e falta de protocolos standard para elaborag¢do da técnica (Silva

etal., 2012).
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4. Tratamento

As dificuldades no diagnostico levam muitas vezes a atrasos na implementagdo da
terapéutica. A agravar a situacdo anterior, surgem as resisténcias de Candida aos AF
pelo seu uso inadequado, factor este responsavel pela emergéncia deste género e

nomeadamente das espécies de CNA (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014).

4.1. Farmacos antifungicos

Para o tratamento de candidoses superficiais, poderdo ser utilizados AF topicos ou
sistémicos (Peixoto et al., 2014). J& no tratamento de CI, sdo administrados farmacos
sistémicos que estdo agrupados em quatro classes distintas, conforme o seu alvo celular
(Figura 7) e mecanismo de ac¢do para inibir ou cessar o crescimento fingico (Sardi et

al., 2013).

J—' Equinocandinas

Parede celular

‘

L Reficulo «—="°
— ) endoplasmatico '.I

Membrana A '-:".

Cehil
- Azbis

. 1

\ A :..E_..é?l—'h'ﬂcleo

—

Anilogos dos nucledsidos

Polienos «—

Figura 7. Classes de AF e respectivos alvos celulares. (Retirado e adaptado de Patil et al., 2015).

4.1.1. Azéis

Os azo6is constituem a maior familia de farmacos AF (Spampinato & Leonardi, 2013),
sendo os triazoéis — fluconazol (FCZ), voriconazol (VCZ), itraconazol (ICZ) e
posaconazol (PCZ) — aqueles que se encontram disponiveis para tratamento de CI
(Tabela 12) (Pappas et al., 2015). Estes apresentam boa tolerabilidade e um espectro de
actividade antifungica mais estreito. Normalmente, actuam como fungistaticos, estando

mais propensos a resisténcias (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014; Mendes, 2012).
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O FCZ apresenta um bom perfil de seguranca, custos reduzidos (Paramythiotou et al.,
2014), um perfil farmacocinético favoravel e uma boa biodisponibilidade oral, boa
penetragdo no sistema nervoso central e no compartimento intra-ocular, que justificam a

sua utiliza¢ao em infecgdes por Candida spp. em situacdes que afectam estas estruturas

(Pappas et al., 2015).

O VC(CZ, azol de segunda geragao, apresenta maior poténcia € um espectro de ac¢do mais
alargado que o FCZ. O efeito terapéutico do ICZ para infec¢des fingicas invasivas em
pacientes clinicamente instaveis encontra-se pouco estudado e o PCZ apresenta um
largo espectro de actividade, sendo activo contra Candida spp. (Mendes, 2012; Pappas

et al., 2015; Paramythiotou et al., 2014).

4.1.2. Polienos

Neste grupo inclui-se a Nistatina, utilizada topicamente em algumas candidoses
superficiais, ¢ a AmB, farmaco usado na pratica clinica desde 1960 (Tabela 12)

(Neumann, Baginski, Winczewski, & Czub, 2013; Peixoto et al., 2014).

A AmB apresenta propriedades fungicidas e um largo espectro de actividade contra
agentes fingicos, onde se incluem a maioria das espécies de Candida (Mendes, 2012;
Paramythiotou et al., 2014). Apesar da susceptibilidade da maioria das espécies de
Candida a AmB, a sua utilizagdo em terapéutica ¢ limitada, devido a estreita margem
terapéutica e efeitos adversos tais como nefrotoxicidade (Deray, 2002) e outros

relacionados com a infusdo do farmaco (Goémez et al., 2010).

Hi HO'

Figura 8. Estrutura quimica das moléculas de AmB (A), colesterol (B) e ergosterol (C). (Retirada de
Neumann et al., 2013).
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Através da Figura 8 pode-se verificar a semelhanca entre a estrutura quimica do
ergosterol e do colesterol do hospedeiro, o que leva a uma dificuldade na sua
diferencia¢do que podera reflectir-se em alguma toxicidade para o hospedeiro (Carrillo-
Mufioz, Giusiano, Ezkurra, & Quindés, 2006). No entanto, a AmB tem uma maior e
mais forte capacidade de ligagcdo ao ergosterol, dai a sua toxicidade selectiva (Huang et

al., 2002; Neumann et al., 2013).

De forma a diminuir a nefrotoxicidade produzida, foram desenvolvidas trés formulagdes
lipidicas deste farmaco que, embora constituam opg¢des mais dispendiosas, estdo
associadas a um melhor perfil de seguranca (Mistro et al., 2012). Estdo comercializadas
a anfotericina B lipossomica (L-AmBisome®), complexo lipidico de anfotericina B
(ABLC, Abelcet™) e dispersio coloidal de anfotericina B (ABCD, Amphocil®)
(Mendes, 2012).

4.1.3. Equinocandinas

As equinocandinas integram a classe mais recente de farmacos AF, onde se incluem a
caspofungina (CASP), micafungina (MICA) e anidulafungina (ANID) (Tabela 12)
(Paramythiotou et al., 2014). O seu espectro de actividade inclui Candida spp.,
representando a sua actividade fungicida uma vantagem quando comparadas com o
FCZ, dado as menores complicagdes associadas e mais rapida resolu¢do dos sintomas

(Kett et al., 2011; Paramythiotou et al., 2014).

Apesar do elevado custo, o espectro de actividade contra as diferentes espécies aliado ao
excelente perfil de seguranca faz desta classe uma primeira op¢ao no tratamento de CI
(Mendes, 2012; Paramythiotou et al., 2014). Importa referir que estes farmacos nado
atingem niveis terapéuticos no sistema nervoso central, compartimento intra-ocular e
ndo sdo excretados na forma activa pela urina, pelo que ndo sdo recomendados em casos
de candidose nos compartimentos referidos, bem como em casos de candiduria (Ashley

et al., 2006; Paramythiotou et al., 2014).
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Tabela 12. Farmacos antifingicos e respectivos mecanismos de ac¢do. (Retirado e adaptado de
Deorukhkar & Saini, 2015a; Grover, 2010; Spampinato & Leonardi, 2013; Vermes, Guchelaar, &
Dankert, 2000).

AF Alvo Mecanismo de acciio Via
- Inibi¢do da actividade da enzima lanosterol 14-a-
desmetilase responsavel pela biossintese de ergosterol
@ VCZ ) ) Oral
R Ergosterol | no reticulo endoplasmatico da célula fungica, levando a
< ICZ ) . . v
PC7 acumulagdo de um esterol toxico (14-a-metil-3,6-diol)
e a perda da integridade da membrana
Ligacdo ao ergosterol e interferéncia com os poros
z transmembranares (formacdo de poros aquosos),
§ AmB | Ergosterol | perturbando o fluxo de ides e aumentando a v
£ permeabilidade da membrana. Morte celular fungica
por perda dos seus componentes
Inibicdo nao-competitiva da enzima 1,3-B-D-glucano
wn
<
é CASP 138D sintetase, o que inibe a sintese de 1,3-B-D-glucano e
=} s TP . . , .
S MICA afecta a integridade da parede celular fungica, que se | IV
= -glucano . . ) )
= ANID traduz numa maior vulnerabilidade a ocorréncia de lise
53
K osmotica
A 5-FC ¢ transportada para o interior da célula fingica
o Acidos | pela citosina permease, sendo desaminada a 5-
S w
] . . . .
3 4] nucleicos | fluorouracilo e, posteriormente, fosforilada a 5- Oral
S B3| 5-FC a
% 3 (DNA e | fluorodeoxiuridina monofosfato, que inibe a sintese de
s 2 S
< = RNA) DNA. Podera ocorrer a fosforilagdo deste composto,
que se incorpora no RNA e inibe a sintese proteica

4.2. Resisténcia aos AF

O aumento do numero de infecgdes fungicas, bem como da utilizacao de farmacos AF e
crescente resisténcia aos mesmos, levaram a necessidade de execucdo de testes de
susceptibilidade aos AF (TSAF), reproduziveis e standard, baseados em guidelines de
laboratorios de referéncia, cujo intuito se prende com a observacao da capacidade de
crescimento de um fungo na presen¢a de um AF em particular, de forma a estimar o seu

comportamento in vivo. Neste contexto, ¢ avaliada a concentragdo minima inibitoria
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(CMI), ou seja, a concentracdo minima de AF capaz de inibir o crescimento fingico

(Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014; Pfaller, 2016).

Estes testes sdo essenciais para a aplicagdo de uma terapéutica segura e eficaz, ja que
permitem estudar os padrdes de resisténcia aos AF (Tabela 13) (Alcazar-Fuoli &
Mellado, 2014; Giolo & Svidzinski, 2010). Nos casos de candidemia, a execucdo de
TSAF ¢é recomendada, nomeadamente aos azoOis, em todos os isolados, e as
equinocandinas nos casos de terapéutica prévia com esta classe ou infeccdo por C.

glabrata ou C. parapsilosis (Pappas et al., 2015).

Tabela 13. Padrdes de susceptibilidade das espécies de Candida aos farmacos AF. S, susceptivel; SDD,
susceptivel dose-dependente; R, resistente. (Retirado e adaptado de Sobel, 2015).

FCz ITZ VCZ PCZ Amb | Equinocandinas
C. glabrata SDD-R | SDD-R S-1 S-1 S-1 S
C. parapsilosis S S S S S S-R
C. tropicalis S S S S S S
C. krusei R SDD-R S-1 S-1 S-1 S
C. guilliermondii S S S S S-R S
C. lusitaniae S S S-1 S-1 S-R S
C. dubliniensis S S S S S S

A resisténcia aos AF podera ser classificada em microbioldgica e/ou clinica, como

descrito na Tabela 14.

Tabela 14. Classificagdo dos tipos de resisténcia. (Adaptada de Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014;
Arendrup, 2014; Deorukhkar & Saini, 2015a; Sardi et al., 2013; Silva et al., 2012).

Resisténcia
TSAF in vitro Primaria ou ) ) L
5 ' ' ) Fungo apresenta resisténcia antes da exposi¢do ao AF
s | evidenciam que a intrinseca
b=
—
2 espécie de ) Fungo anteriormente susceptivel torna-se resistente
e o Secundéria o _
> Candida nao é o ap6s exposicao ao AF, provavelmente devido a uma
'g ou adquirida
susceptivel ao AF alteracdo na expressdo de genes
Quando existe crescimento ou quando ndo existe
«
2] e e~ . , .
= Falha no tratamento inibicdlo do crescimento fingico mesmo com
=
© terapéutica adequada, persistindo a infeccdo.
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4.2.1. Mecanismos de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia aos AF variam consoante 0 modo de ac¢ao de cada uma

das classes (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014).

4.2.1.1. Resisténcia aos azois

Um dos mecanismos de resisténcia aos azois assenta na capacidade de activagdo de
bombas de efluxo que promovem a exocitose do farmaco, o que diminui a sua
concentracdo na enzima-alvo (lanosterol 14-a-desmetilase) (Figura 9) (Sanguinetti,
Posteraro, & Lass-Florl, 2015). Enquanto a expressdo dos genes MDR codifica para
bombas de efluxo MFS dependentes do potencial de membrana, facto que estd na
origem dos elevados valores de CMI registados para o FCZ, a sobre-expressao dos
genes CDR codifica para bombas de efluxo ABC e esta relacionada com o aparecimento
de resisténcia cruzada entre os triazois (Cuenca-Estrella, 2010; Gongalves, Souza,

Chowdhary, Meis, & Colombo, 2016; Sanguinetti et al., 2015).

A alteragdo da enzima lanosterol 14-a-desmetilase ou sobre-expressdo do gene que a
codifica — ERGI1 — constitui um outro mecanismo que confere resisténcia aos azdis
(Figura 9). A alteragdo qualitativa da enzima ocorre por mutagdes pontuais no gene
ERGI1, o que evita a sua ligag@o aos derivados triazolicos, por reducdo da sensibilidade

(Sanguinetti et al., 2015; Silva et al., 2012).

Um outro mecanismo de resisténcia reside na capacidade de Candida produzir vias
alternativas para compensar a perda de ergosterol induzida pelos azodis (Sanguinetti et
al., 2015). Constatou-se que mutagdes no gene ERG3 levam a uma acumulacdo de 14-a-
metilfecosterol, ao invés de 14-a-metil-3,6-diol (produto téxico) (Figura 9). Esta
mutagdo bloqueia a acumulacdo do esterol toxico, que de outra forma se produz quando

a enzima ¢ exposta aos triaz6is (Kelly et al., 1997; Sanguinetti et al., 2015).
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Figura 9. Mecanismos de resisténcia aos azdis em C. albicans. (A) Inducao da familia de bombas de
efluxo ABC, que conferem resisténcia a diversos azo6is, ¢ bombas de efluxo MFS que conferem
resisténcia ao FCZ, ao reduzirem a concentragdo de farmaco na enzima-alvo (P4504py). (B) Alteragdo
ou sobre-expressdo do gene que codifica a enzima-alvo, prevenindo ligagdo dos azbis. (C) Mutagdo no

gene ERG3. (Retirado e adaptado de Cowen & Steinbach, 2008; Sanguinetti et al., 2015).

Os diferentes mecanismos de resisténcia aos azo6is poderdo coexistir simultaneamente,
desenvolvendo-se nestes casos elevados niveis de resisténcia (Kolaczkowska &

Kotaczkowski, 2016).

- Resisténcia das CNA aos azodis

Em C. glabrata, a resisténcia aos azois parece ndo estar directamente relacionada com
mutacoes no gene ERGI 1 (del Valle, 2015). Ao contrario das outras espécies do género,
a resisténcia em C. glabrata deve-se essencialmente ao aumento do efluxo de farmaco
por sobre-expressdo dos transportadores ABC (Tabela 15) (del Valle, 2015;
Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016). Nesta espécie estdo relatados dez genes CDR
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responsaveis pela codificagao dos transportadores ABC — CDRI - CDRI(0 (Cuenca-
Estrella, 2010).

A exposi¢do aos azo6is conduz a uma sobre-expressao destes genes, nomeadamente do
CgCDRI1, CgCDR2 e CgSNQ2, sendo que os primeiros assumem maior importancia.
Esta sobre-expressdao ¢ mediada por um activador transcripcional — CgPDR]1 (Ferrari,
Sanguinetti, Torelli, Posteraro, & Sanglard, 2011). Sendo assim, mutag¢des neste factor
de transcricado — mutacdes GOF (gain-of-function) — estdo relacionadas com a elevada

expressao dos transportadores ABC (Vale-Silva & Sanglard, 2015).

Para além das mutagdes GOF, a sobre-expressio dos genes que codificam
transportadores ABC podera associar-se a uma disfuncio no DNA mitocondrial
(mutantes petite), sendo este factor apontado também como um mecanismo de

resisténcia aos azois (Vale-Silva & Sanglard, 2015).

Um outro transportador da familia ABC — CgAUS1 — esta relacionado com o transporte
do esterol e podera ser responsavel pela baixa susceptibilidade intrinseca de C. glabrata
aos azo6is. Demonstrou-se que este transportador tem a capacidade de transportar
colesterol do soro do hospedeiro para a membrana celular fungica, antagonizando o

efeito toxico provocado pelos azdis (Nakayama et al., 2007).

De modo a identificar os mecanismos de resisténcia de C. parapsilosis aos azois, o
estudo levado a cabo por Silva et al. (2011) foi o primeiro em que se recorreu a analise
de microarrays de DNA complementar (cDNA) para o estudo do genoma e
identificacao daqueles genes que sdo expressos de forma diferente. Foi possivel concluir
que tanto a exocitose de AF através de bombas de efluxo como a sobre-expressdo dos
genes envolvidos na sintese de ergosterol foram os factores apontados para a resisténcia

(Tabela 15) (Silva et al., 2011).

O primeiro estudo detalhado acerca dos mecanismos de resisténcia em C. tropicalis aos
azois foi realizado por Vandeputte et al. (2005). Ao encontro de outro estudo, a
resisténcia estava relacionada com uma elevada expressdo do gene ERGII com
mutagdes missense (Jiang et al., 2013; Vandeputte et al., 2005). Nesta espécie, a
exocitose de farmaco através de bombas de efluxo ndo ¢ apontado como o principal
mecanismo de resisténcia aos azois (Tabela 15) (Vandeputte et al., 2005). Apesar da

sobre-expressdo do gene CtCDRI ja ter sido reportada in vitro quando induzida
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resisténcia ao FCZ, tal nao se observa em isolados clinicos (Barchiesi et al., 2000;

Gongalves et al., 2016; Jiang et al., 2013; Vandeputte et al., 2005).

Para além das mutagdes no gene CtERGI11, sdo apontadas mutacdes no gene CtERG3
(Tabela 15) que bloqueiam a acumulacdo de esterois toxicos, levando a alteracdes na
constituicdo da membrana, sendo afectada consequentemente a sua permeabilidade.
Neste contexto, estas mutagdes provocam alteragdes na difusdo do farmaco através da
membrana, mecanismo relacionado com a aquisi¢do de resisténcia (Kotaczkowska &

Kotaczkowski, 2016).

Em estirpes de C. krusei resistentes aos azois, verifica-se uma expressao aumentada dos
transportadores ABC1 (Gongalves et al., 2016; Katiyar & Edlind, 2001) o que,
juntamente com a baixa afinidade da enzima-alvo para o firmaco, sdo responsaveis pela
resisténcia intrinseca desta espécie ao FCZ (Tabela 15) (Lamping et al., 2009;
Sanguinetti et al., 2015). Poderdo ser observados casos de resisténcia adquirida quando

o doente ¢ sujeito a terapéuticas prolongadas com este firmaco (Cuenca-Estrella, 2010).

Os mecanismos de resisténcia de C. dubliniensis aos azois, igualmente explicitados na
Tabela 15, prendem-se com um aumento das bombas de efluxo, nomeadamente dos
transportadores CdCDR1, CdCDR2, codificadas pelos genes CDR e o transportador
CdMDR1, codificado pelo gene MDR, aumentando a actividade destes e a exocitose do
farmaco. Também as alteracdes no gene ERGII e a sua sobre-expressao medeiam a
resisténcia nesta espécie (Gongalves et al., 2016; Moran et al., 1998; Pfaller, 2012;
Pinjon et al., 2005; Wirsching, Moran, Sullivan, Coleman, & Morschhduser, 2001).

4.2.1.2. Resisténcia as equinocandinas

Os mecanismos de resisténcia as equinocandinas baseiam-se na ocorréncia de mutacoes
pontuais adquiridas nos genes FKS que codificam a enzima 1,3-B-D-glucano sintetase,
em regides denominadas “hot-spot” (HS) (Figura 10), o que leva a uma diminui¢do da
sua sensibilidade, associado a valores elevados de CMI e consequente falha terapéutica
(Beyda, Lewis, & Garey, 2012; Cuenca-Estrella, 2010). Poderdo existir também casos
de mutagdes intrinsecas, em que a forma alterada da enzima ndo tem tanta afinidade

para o farmaco (Silva et al., 2012). Actualmente, sdo raros os casos de resisténcia a esta
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classe, porém em C. glabrata sao referenciados cada vez mais casos de resisténcia

secundaria as equinocandinas (Kauffman, 2016b).

A inducdo de uma resposta adaptativa ao stress constitui um outro mecanismo de
resisténcia, isto ¢, em fun¢do da inibi¢cdo da sintese de glucano, a parede celular tem a
capacidade de produzir outros componentes (por exemplo, quitina) (Figura 10)
(Sanguinetti et al., 2015). Esta resposta leva a um aumento da concentracdao de quitina
na parede celular e efeito de crescimento paradoxal in vitro, ou seja, a capacidade de

crescimento acima da CMI (Walker, Gow, & Munro, 2010).

(A) (B)
by J < v <
5 5 5 5 3 (
LY
Equinocandinas Equinocandinas

(1,3)-p-glucano PR
Y (1,6)-B-ghicano via de smalizacio da mtegndade da parede

\'fanano celular e sobre regulacio de outros

componentes da parede (ex: quitina)

Figura 10. Mecanismos de resisténcia as equinocandinas em C. albicans. (A) Mutagdes pontuais e
mutagdes intrinsecas em regides especificas dos genes FKS. (B) Rholé um regulador positivo da enzima
que contribui para a resisténcia as equinocandinas ao mediar uma resposta adaptativa ao stress, como a
activacdo de uma via de sinalizacdo da integridade da parede celular mediada pela proteina quinase C
(PKC) e sobre-regulacdo da sintese de outros componentes da parede celular, como a quitina. (Retirado

e adaptado de Cowen & Steinbach, 2008; Sanguinetti et al., 2015).
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- Resisténcia das CNA as equinocandinas

Nas estirpes de C. glabrata resistentes as equinocandinas verifica-se a existéncia de
uma mutac¢do adquirida nos genes FKS/ e/ou FKS2 (Tabela 15) (Pfaller et al., 2012),
afectando a sintese de 1,3-B-D-glucano, o que explica os elevados valores de CMI
observados (Rodrigues et al., 2014). As equinocandinas apresentam excelente
actividade frente a esta espécie, porém a exposicao prévia € responsavel pela ocorréncia
de mutacdes nos genes FKS que constituem um mecanismo de resisténcia (Alexander et

al., 2013; Beyda et al., 2014; Shields et al., 2015).

C. parapsilosis, em comparagdo com as restantes espécies do género, ¢ aquela onde se
verificam os valores mais elevados de CMI para as equinocandinas (Silva et al., 2012).
A reduzida susceptibilidade desta espécie e de C. guilliermondii (que também apresenta
valores de CMI elevados) deve-se a ocorréncia natural de polimorfismos na regido
“hotspot” 1 da subunidade catalitica FKS1 da enzima-alvo (Tabela 15) (Beyda et al.,
2012; Cowen & Steinbach, 2008; Gongalves et al., 2016).

O perfil de resisténcia ou reduzida susceptibilidade de C. tropicalis, C. dubliniensis ¢ C.
krusei as equinocandinas, identificado na Tabela 15, estd associado a ocorréncia de
mutagdes pontuais em regioes “hotspot” (HS) do gene FKSI (Forastiero et al., 2015;
Park et al., 2005; Pfaller, 2012; Sanguinetti et al., 2015). Também a resisténcia de C.
lusitaniae estd relacionada com mutacdes missense associadas a regido HS1 do gene
FKSI da enzima 1,3-B-D-glucano sintetase (Tabela 15) (Asner, Giulieri, Diezi,
Marchetti, & Sanglard, 2015).

Além das mutacdes nos genes FKSI ou FKS2, a produg¢do de quitina em resposta a
exposi¢ao ao farmaco, como referido anteriormente, ¢ apontada como um mecanismo
de resisténcia em diversas espécies de CNA, entre elas C. parapsilosis, C. tropicalis, C.

krusei, C. dubliniensis e C. guilliermondii (Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016).

4.2.1.3. Resisténcia aos polienos

Nesta classe destaca-se a AmB que, apesar de ndo ser frequente a existéncia de
resisténcias a este farmaco entre as espécies de CNA (Kotaczkowska & Kotaczkowski,

2016), ja foram reportados casos de resisténcia cruzada entre a AmB e os azdis ou
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caspofungina (Eddouzi et al., 2013; Forastiero et al., 2013; Krogh-Madsen, Arendrup,
Heslet, & Knudsen, 2006; Morio, Pagniez, Lacroix, Miegeville, & Le Pape, 2012).

A resisténcia adquirida esta relacionada com mutagdes que ocorrem no gene ERG3,
cujas enzimas que codificam participam na sintese de ergosterol. Estas mutacgdes
afectam a biossintese deste componente, podendo ocorrer modificagdes nos lipidos de
membrana e um decréscimo na quantidade sintetizada (Cuenca-Estrella, 2010; Morio et
al., 2012). Outros estudos reportam que as mutagdes genéticas, para além de afectarem
o gene ERG3, poderdo afectar outros genes envolvidos na sintese do ergosterol — ERG2,
ERGS5, ERG6 ou ERGI 1, levando a diminui¢ao da sua quantidade ou a sintese de outros
esterois, alteracdes estas responsaveis pela reducdo da afinidade do farmaco para o seu

alvo celular (Gongalves et al., 2016).

Estudos recentes evidenciam que a exposicdo a AmB leva a produg¢do de ROS,
responsaveis pela morte celular. Um outro mecanismo de resisténcia 8 AmB prende-se
com um aumento da produc¢ao de catalases, respondendo desta forma ao stress oxidativo

induzido pelo farmaco (Peméan, Canton, & Espinel-Ingroff, 2009).

- Resisténcia das CNA aos polienos

Raramente se verifica a aquisicdo de resisténcia a este AF pelas espécies de CNA,
exceptuando C. [usitaniae que € em muitos casos resistente ou desenvolve muitas vezes
resisténcia a Amb (Kauffman, 2016b). Ainda que infrequente, ja foram reportadas
resisténcias 8 AmB em C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata (Tabela 15) (Bari, Sharma,
Alfatah, Mondal, & Ganesan, 2015; Deorukhkar & Saini, 2015a; Kolaczkowska &
Kotaczkowski, 2016; Vale-Silva & Sanglard, 2015).

Em C. glabrata, os mecanismos de resisténcia aos polienos ndo se encontram
totalmente elucidados, estando associados a mutacdes nos genes ERG2 e ERGO6
envolvidos na biossintese do ergosterol, levando a uma diminui¢do da sua quantidade
(Vale-Silva & Sanglard, 2015). Porém, como referido anteriormente, C. glabrata tem a
capacidade de capturar colesterol da célula hospedeira e deste modo compensar a perda

induzida pelas mutac¢des (Nagi et al., 2013).

Nesta espécie foi também proposto um mecanismo de resisténcia relacionado com uma

lipoproteina plasmatica de membrana (Pmp3) envolvida na manutencdo do potencial de
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membrana ¢ homeostase, onde se demonstrou que esta contrariava o efeito da Amb,
estando a sobre-expressdo do gene PMP3 implicada num aumento da resisténcia a este

farmaco (Bari et al., 2015).

Os isolados de C. tropicalis resistentes a Amb véem a sua actividade mitocondrial
alterada, observando-se uma diminui¢do na quantidade de ROS. Nesta espécie foram
também identificadas mutacdes em genes que participam na via da biossintese do
ergosterol — ERG2, ERG3, ERGS5, ERG6 ¢ ERGI11 (Kotaczkowska & Kotaczkowski,
2016).

Os mecanismos de resisténcia intrinseca ou adquirida de C. lusitaniae ¢ C.
guilliermondii 3 Amb também ndo estdo esclarecidos (Asner et al., 2015), podendo
dever-se a capacidade de switch fenotipico (Lastauskiené et al., 2015; Miller, Dick, &
Merz, 2006) e a mutagdes ou alteragdes na expressao dos genes envolvidos na sintese de

ergosterol (Young, Hull, & Heitman, 2003).

4.2.1.4. Resisténcia a 5-FC

A resisténcia primaria de Candida a 5-FC ocorre com baixa regularidade (Spampinato
& Leonardi, 2013). Porém, a resisténcia secundaria desenvolve-se facilmente devido ao
complexo modo de ac¢do, bem como os elevados niveis de resisténcia em regimes de
monoterapia, sendo por isso utilizado em combinacdo com outros agentes, como o FCZ

ou AmB (Pappas et al., 2015; Paramythiotou et al., 2014; Vermes et al., 2000).
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Tabela 15. Mecanismos de resisténcia das espécies de CNA aos AF. Cd, C. dubliniensis; Ct, C.
tropicalis; Cgla, C. glabrata; Cp, C. parapsilosis; Ck, C. krusei; —, mecanismo ndo observado (mas
descrito); +, mecanismo observado; ND, mecanismo ndo descrito. (Retirado e adaptado de Gongalves et

al., 2016; Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016; Sanguinetti et al., 2015).

Mecanismos de ) Ocorréncia em Candida spp.
) ) Causa Efeito
resisténcia Cd Ct Cgla Cp Ck
Expressao de
genes que
codificam + - + + +
Diminuigdo da transportadores
concentragdo ABC Efluxo de
intracelular de Expressao de farmaco
farmaco genes que
codificam + - - + ND
:§ transportadores
: MFS
Alteragdes no Diminuig¢do da
local de ligagdo | Mutagdes no gene | afinidade da
+ + - + +
do farmaco a ERGI1 enzima-alvo
enzima para os azois
Produgdo ) Aumento da
Multiplos
aumentada da 4 sintese de + + + + +
) factores
enzima-alvo ergosterol
=) Mutagdes em .
g| Alteragdes na o Modificagdes
< . genes implicados )
»| permeabilidade ) nos lipidosde | ND - - ND -
S na biossintese de
.2| da membrana membrana
S ergosterol
[a T}
Mutagdes nos Diminuigdo da
genes FKS que Mutagdes nos afinidade das FKS)
codificam as genes FKSle/ou equinocandi- | FKSI | FKSI FKS) FKS1 | FKSI
._%S subunidades da FKS2 nas para a
§ enzima alvo enzima-alvo
]
% Capacidade de
M| Crescimento producio de Crescimento
+ + ND + +
paradoxal outros acima da CMI
componentes

4 Duplicagdo genética (sobre-expressdo do gene FRGI1), mutagdes no gene promotor ou nos genes que
codificam a enzima-alvo.
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4.2.1.5. Resisténcia cruzada

A resisténcia-cruzada podera ocorrer entre farmacos da mesma ou de diferentes classes,
em funcdo de regimes terapéuticos em que dois ou mais farmacos sdo utilizados em

combinacdo ou sequencialmente (Kotaczkowska & Kotaczkowski, 2016).

Em C. tropicalis, a resisténcia cruzada ¢ apontada como um dos factores responsaveis
pela emergéncia ja que foram reportados casos de resisténcia cruzada entre os azois
(Forastiero et al., 2013; Pfaller & Diekema, 2007). Segundo um estudo de Forastiero et
al. (2013), também se verificou a existéncia de resisténcia cruzada entre os derivados

azolicos e a Amb.

A emergencia de C. glabrata associa-se a resisténcia cruzada entre os diferentes AF,
tendo sido reportados casos de resisténcia cruzada entre os azdis e resisténcia as
equinocandinas, sendo uma preocupagdo crescente a existéncia de isolados resistentes a
ambas as classes (Pfaller & Diekema, 2007; Pfaller et al., 2012; Sanguinetti et al.,
2015).

4.2.2. Biofilmes

A resisténcia intrinseca associada aos biofilmes de Candida ¢ atribuida a um conjunto
de factores, tais como a elevada densidade das células no seu interior, efeitos da matriz
extracelular na penetracdo dos farmacos, expressdao de genes resistentes, nomeadamente
aqueles que codificam bombas de efluxo e presenca de células “persistentes”

(Rodrigues et al., 2014).

As candidoses sdo normalmente derivadas da formagdo de biofilmes maduros, ja que
nestes as espécies leveduriformes beneficiam entre si ao formarem comunidades
biologicas envolvidas numa matriz extracelular, que lhes permite a passagem de agua e
nutrientes (Giolo & Svidzinski, 2010), tornando-se assim a sua estrutura, em
comparacdo com as cé€lulas planctonicas (formas unicelulares em suspensao), mais
resistente as terapéuticas AF instituidas e defesas do proprio hospedeiro (Fanning &
Mitchell, 2012). Apesar da existéncia de dgua no interior do biofilme que facilita a
difusdo dos farmacos, esta também ¢ dificultada pelos componentes que constituem a
matriz. A difusdo dos AF ¢ mais acelerada em C. glabrata e C. krusei, quando

comparada com C. parapsilosis e C. tropicalis (Al-Fattani & Douglas, 2006).
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4.3. Terapéuticas

A resisténcia de Candida aos AF é multifactorial, associando-se a factores relacionados
com o agente patogénico, antifungico e hospedeiro que deverdo ser considerados
aquando da escolha da terapéutica (Figura 11) (Deorukhkar & Saini, 2015a). Importa
também considerar a espécie de Candida e a exposi¢do prévia a terapéuticas com azois

ou equinocandinas (Pappas et al., 2015).

Resisténcia aos AF

Propriedades do . : Factores relacionados
o Propriedades do farmaco .
agente patogénico com o hospedeiro
Resisténcia . . N
- . . - Dosagem incorrecta Local da infeccao
Microbiologica
Tamanho da Parametros
— o - farmacocinéticos e Estado imunolégico
populagdo fangica farmacodinamicos
Accdo exercida:

fungistatica ou fungicida

Figura 11. Factores que contribuem para a resisténcia aos AF. (Retirado e adaptado de Deorukhkar &

Saini, 2015a).

Os agentes antifingicos utilizados no tratamento de candidose variam consoante se
tratem de infecgdes superficiais ou sistémicas. As candidoses superficiais sao em muitos
casos auto-limitadas em individuos saudaveis, passando muitas vezes o seu tratamento
por medidas de higiene ou AF tdpicos (Deorukhkar & Saini, 2015a; Spampinato &
Leonardi, 2013). Nas candidoses mucocutdneas, de uma maneira geral, os cremes
locais, solucdes, suspensdes ou pastilhas apresentam-se como terapéutica inicial
(Kauffman, 2008). Na Tabela 16 ¢ feita referéncia ao tratamento das candidoses

superficiais mais comuns.
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Tabela 16. Tratamento das candidoses superficiais segundo as recomendacdes da IDSA. (Adaptado de

Pappas et al., 2015).

Infeccao

Candidose

Terapéutica recomendada IDSA

- Casos ndo complicados: AF topicos ou FCZ via oral

Vulvovaginal | - Infec¢des agudas graves: FCZ

- Infecgoes ligeiras: Clotrimazol ou Miconazol

Candidose
Alternativa: Nistatina

orofaringea
- Infecgdes graves: FCZ
- FCZ oral

Candidose

) - Impossibilidade de via oral: FCZ IV ou equinocandina e terapéutica
esofagica

de-escalagdo para FCZ oral

No tratamento de CI poderdo ser adoptadas diferentes estratégias terapéuticas:
profilactica, pré-emptiva, empirica e documentada (Figura 12). A terapéutica
profilactica engloba os casos de auséncia de infec¢do, em que os sinais/sintomas sdo
inexistentes. Na terapéutica pré-emptiva o doente apresenta factores de risco e
marcadores seroldgicos de infecg¢do, pelo que se defende a instituicdo de terapéutica
dado o elevado risco de candidose. A terapéutica empirica ¢ iniciada com base em
evidéncias clinicas apesar da inexisténcia de confirmac¢do microbiologica, em doentes
que apresentam sinais e sintomas de infec¢do. J4 a terapéutica documentada ¢
direccionada, uma vez que o agente patogénico encontra-se microbiologicamente
confirmado e ¢ sustentada por evidéncias clinicas (Cornely et al., 2012; Guery et al.,

2009; Mendes, 2012).

Tratamento Tratamento Tratamento
profilactico pré-emptivo empirico

Factores de risco (+)
Biomarcadores (-)
Sinais/sintomas (-)
Micologa (-)

Factores de risco (+)
Biomarcadores (+)
Smais/sintomas (-)
Micologia (-)

Factores de risco (+)
Biomarcadores (-)
Sinais/sintomas (+/-)
Micologia (-)

Figura 12. Tipos de tratamento para suspeita de candidose em doentes em estado critico. (Retirado e

adaptado de Paramythiotou et al., 2014).

Existem diversas razdoes que levam a crer que a terapéutica profilactica com azodis

podera ser vantajosa em doentes de alto risco, nomeadamente a inespecificidade dos
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sinais/sintomas de infeccao, dificuldade de obtencdo de um diagndstico preciso e
consequentes atrasos na instituicdo da terapéutica e taxas de morbilidade e mortalidade
associadas (Garnacho-Montero, Diaz-Martin, De Piappon, & Garcia-Cabrera, 2012). A
terapéutica profilactica ¢ referida como benéfica na prevengdo de CI em doentes
neutropenicos com patologias hemato-oncologicas, apos transplantes de medula ossea,
receptores de 6rgaos solidos e doentes de alto risco submetidos a cirurgia em UCI para
prevengdo de infec¢des intra-abdominais (Cornely et al., 2012; Pappas et al., 2009;

Pfaller & Diekema, 2007).

No entanto, em doentes na UCI ainda sdo questionaveis as vantagens de uma terapéutica
profilactica e quais os pacientes de alto risco que dela beneficiariam (Pappas et al.,
2015; Paramythiotou et al., 2014). A duvida reside no facto dos dados serem
inconclusivos quanto a sua eficdcia, devido aos multiplos desenhos de estudo e
heterogeneidade da populagdo estudada, existindo limitacdes inerentes: impossibilidade
de definir um doente de alto risco em UCI, AF utilizado, dose ¢ formulacao, e doengas

subjacentes (Paramythiotou et al., 2014; Parola, 2010).

Em UCI que demonstrem elevadas taxas de CI, superiores a 5% dos doentes, a
terapéutica profilactica podera ser considerada em populacdes seleccionadas de doentes
com elevado risco de CI (Pappas et al.,, 2015). Porém, de acordo com Kauffman
(2016b), a utilizagdo rotineira de AF em profilaxia ndo ¢ recomendada. A utilizagdo
generalizada e inadequada do FCZ como agente profildctico conduz ao
desenvolvimento de resisténcias e incremento de candidoses por estirpes resistentes a
este AF, o que se traduz igualmente na emergéncia das espécies nao-abicans (Oren &

Paul, 2014; Paramythiotou et al., 2014; Parola, 2010).

Actualmente, ndo existem evidéncias que sustentem a utilizacdo das terapéuticas pré-
emptiva e empirica na UCI, pelo que € necessaria maior investiga¢do de modo a apurar
os seus beneficios (Guery et al., 2009). De acordo com a Infectious Diseases Society of
America (IDSA), nos doentes em estado critico e com suspeita de CI, devera ser
realizada uma avaliacdo dos marcadores de infec¢ao ou dados obtidos de meios de
cultura de locais ndo estéreis, devendo ser iniciada terapéutica empirica com
equinocandinas em casos onde existem factores de risco e febre de origem
desconhecida, bem como sinais de choque séptico (Guery et al., 2009; Pappas et al.,

2015).
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Em doentes sem exposi¢cdo prévia ao FCZ, este podera ser uma opgao desde que a
espécie em causa seja susceptivel ao farmaco (Pappas et al., 2015). Porém, segundo
Golan (2009), uma terapéutica empirica com FCZ em doentes com septicemia na UCI
revela-se desvantajosa dada a possibilidade de desenvolvimento de resisténcias e falha

terapéutica em infec¢des por espécies ndo-albicans.

Os farmacos de primeira linha numa terapéutica documentada sao escolhidos com base
no perfil de susceptibilidade da espécie responsavel pela infeccdo (Mendes, 2012). Nos
doentes neutropenicos, o sucesso terapéutico ¢ fortemente influenciado pela subida de
neutréfilos, uma vez que a sua fungao ¢ preponderante na defesa do hospedeiro (Pappas
et al., 2015). De acordo com a IDSA e a European Society for Clinical Microbiology
and Infectious Diseases (ESCMID), ¢ dado énfase ao papel das equinocandinas como
farmacos de eleicdo dado o desenvolvimento de resisténcias ao FCZ (Cornely et al.,
2012; Pappas et al., 2015). Na Tabela 17 estdo representadas as directrizes da IDSA
para o tratamento de candidemia e candidose invasiva. Como referido anteriormente,

em todos os casos ¢ essencial ter-se em consideracao o local de infeccao.

Tabela 17. Recomendagdes da IDSA para o tratamento de candidemia e candidose invasiva em adultos.

(Retirada e adaptada de Kauffman, 2016b; Pappas et al., 2015).

Adultos ndo neutropenicos Adultos neutropenicos
Terapéutica inicial: Equinocandina
.8 - Alternativa: FCZ, em pacientes ) ) o .
8 o ] o - Alternativa: FCZ, para pacientes clinicamente estaveis
£ clinicamente estaveis e que seja improvavel . o o
g ] ] e sem exposi¢do prévia a azois
) uma infec¢do por espécies de Candida ] s . ) o
= ) - Alternativa: AmB", cuja potencial toxicidade podera
3 resistentes ao FCZ
g ) 5 ) .| seruma limitagdo a sua utilizacdo
E - Alternativa: AmB~ (caso de intolerancia
ou resisténcia aos restantes AF)
- FCZ: em pacientes clinicamente estaveis, | - FCZ: pacientes clinicamente estaveis com neutropenia
a . . ~ . .
8 3 | com infecgdo por espécies susceptiveis ao | Persistente, infec¢@o por estirpe susceptivel ao FCZ e
= 8 i
‘@ § | FCZ e hemoculturas negativas apos inicio | “O™ hemoculturas negativas
<
E § da terapéutica - VCZ: podera ser usado em infecgdes por estirpes
susceptiveis ao VCZ e hemoculturas negativas
- Recomendada fundoscopia e repeti-la no prazo de 7
@ Recomendada fundoscopia até uma semana | . . ~ .
9 dias apos recuperagdo do estado neutropenico
S apos diagndstico (controlar possibilidade de . .
%’ - Tranfusdo de G-CSF (Factor estimulante de colonias
endoftalmite . . . A
§ ) de granuldcitos): considerada em pacientes que se prevé
neutropenia prolongada

* FL — Formulagio lipidica
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No caso de infec¢des por C. glabrata, ¢ recomendada terapéutica com equinocandinas
ao invés de AmB. No entanto, quando os isolados sdo resistentes as equinocandinas, por
exposicdo prévia ou desenvolvimento de resisténcias apds inicio de terapéutica
profilactica ou empirica, devera ser administrada a AmB até conhecimento dos
resultados dos TSAF (Kauffman, 2016b; Pappas et al., 2015). O VCZ podera ser uma
opcdo de terapéutica de-escalacdo, porém existe a possibilidade de resisténcia cruzada

com o FCZ (Kauffman, 2016b).

Em candidoses por C. krusei, espécie com resisténcia intrinseca ao FCZ, a terapéutica
preferencial ¢ igualmente uma equinocandina, podendo ser também administrado VCZ
como terapéutica de-escalagdo, ou AmB em doses mais elevadas dado o elevado valor

de CMI (Kauffman, 2016Db).

Em infecgdes por C. parapsilosis, as equinocandinas ndo sdo recomendadas como
terapéutica, uma vez que esta espécie ¢ a que apresenta os valores mais elevados de
CMI para esta classe de antifingicos (Pappas et al., 2009, 2015; Paramythiotou et al.,
2014). Exceptuando as infec¢des causadas por C. parapsilosis, a for¢a de recomendagao

para terapéutica direccionada com FCZ ¢ baixa (Cornely et al., 2012).

A duracdo do tratamento deverd ser de 14 dias apos primeira hemocultura negativa e
resolucao dos sinais e sintomas (Pappas et al., 2015). Caso seja possivel e o paciente se
encontre clinicamente estdvel e infectado por uma espécie susceptivel, o switch de
terapéutica IV para oral devera ser considerado ap6s 10 dias de tratamento (Cornely et

al., 2012).
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5. Conclusao

Com a realizacdo da presente monografia, que reune informagdo actualizada, foi
possivel concluir que a prevaléncia de infec¢des fungicas por Candida, nomeadamente
por espécies nao-albicans, tem vindo a aumentar nos ultimos anos, constituindo um

problema actual de satide publica.

A transmissdo destas infec¢des da-se normalmente por via endégena. Porém, dado o seu
caracter ubiquitdrio, existe uma prevaléncia elevada das espécies de CNA que
desencadeiam infec¢des nosocomiais, nomeadamente na UCI, sendo neste contexto a

via exogena o principal modo de transmissao.

A emergéncia das infecgdes por CNA tem origem multifactorial, onde se podem
destacar os avancos nos cuidados de saude e nas técnicas de diagnostico, o aumento da
populacdao imunocomprometida, que se deve em grande parte a epidemia VIH/SIDA e a
outras comorbilidades do hospedeiro, onde as neoplasias apresentam um grande

impacto e um contexto clinico actual.

Um outro aspecto preponderante na prevaléncia das espécies ndo-albicans passa pelo
desenvolvimento de mecanismos que permitem a sua sobrevivéncia no interior da célula
hospedeira, bem como a existéncia de resisténcias aos AF, intrinsecas ou adquiridas,
que dependem da espécie de Candida, do farmaco e do hospedeiro. Também a limitacao
no numero de farmacos existentes bem como a sua ac¢do predominantemente

fungistatica sdo factores que poderdo contribuir para o desenvolvimento de resisténcias.

Relativamente as propriedades relacionadas com as espécies de CNA, estas detém
importantes factores de viruléncia que aliados a fraca imunidade do hospedeiro
contribuem para a sua patogenicidade. Entre eles destacam-se a capacidade de adesdo,
secrecdo de enzimas hidroliticas, dimorfismo, altera¢des fenotipicas e formacao de

biofilmes.

C. glabrata é a unica espécie de Candida que se apresenta apenas na forma
leveduriforme, estando a sua emergéncia associada a estratégias de sobrevivéncia como
o mecanismo de fagocitose induzida. Ja os biofilmes detém um papel importante na
emergéncia de CNA jad que estas estruturas, devido a sua matriz extracelular,

apresentam uma elevada resisténcia a penetragdo dos farmacos AF.
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Os microbiologistas deparam-se com a complexidade de realizagdo de um correcto
diagnodstico, sendo este fundamental para que a terapéutica seja instituida o mais
precocemente possivel. Neste contexto, uma terapéutica profilactica ou empirica,
nomeadamente com FCZ, podera igualmente representar um factor responsavel pelo
desenvolvimento de resisténcia ao farmaco e crescente numero de episodios infecciosos.
A imunogenética poderd constituir uma area de interesse na medida em que podera

auxiliar na antevisao do risco de terapéutica precoce.

Actualmente, as diferentes estratégias terapéuticas também constituem um desafio na
pratica clinica, onde os TSAF in vitro poderao auxiliar na sua selec¢do. De uma maneira
geral, a escolha inicial recai sobre uma equinocandina e a terapéutica de-escalagdo sobre
um azol. No entanto, ¢ sempre imprescindivel ter em consideragdo o local de infecgdo, a

espécie de CNA que estd na sua origem ¢ o seu padrao de susceptibilidade aos AF.

Apesar da terapéutica precoce estar associada a um provavel melhor progndstico, com
esta emergem novos padrdes de resisténcia. Por outro lado, a terapéutica documentada ¢é
direccionada, ou seja, institui-se de acordo com o microrganismo microbiologicamente
identificado, estando por isso implicita uma diminui¢do da emergéncia de novos perfis

de resisténcia.

Em suma, com o aumento das espécies resistentes aos farmacos convencionalmente
utilizados e aumento da populacdo imunocomprometida, bem como as elevadas taxas de
mortalidade associadas a infecgdes por CNA, advém a necessidade de desenvolvimento

de novas abordagens terapéuticas que sejam efectivas.
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