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RESUMO

O céncer é uma enfermidade crbnica degenerativa que apresenta um crescimento desordenado
(maligno) de células, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. O
processo de carcinogénese ou oncogénese compreende desde alteracdes precoces no DNA até
a formacdo do tumor, podendo acarretar a destruicdo do organismo hospedeiro, de maneira
lenta e progressiva. Como em outras neoplasias malignas, o cancer de boca tem o seu
desenvolvimento estimulado pela interacdo de fatores ambientais, agentes cancerigenos ou
carcindgenos e fatores do hospedeiro como idade, raca, sexo e heranca genética. Alguns
agentes externos também sdo fatores predisponentes ao desenvolvimento do cancer como
exposicdo a radiacdo solar, e tabagismo e etilismo cronicos. As infec¢des oportunistas da
cavidade bucal s&o primariamente causadas por fungos do género Candida e ocorrem
frequentemente nesse grupo de pacientes. Considerando os aspectos relacionados a presenca
de fungos na cavidade bucal e seu discutivel papel no cancer, o objetivo deste trabalho foi
verificar o potencial agressor das leveduras do género Candida entre os diferentes pacientes
que apresentam cancer orogastrico, incluindo aspectos relacionados ao diagnostico da
neoplasia bucal, a producdo de proteinase e fosfolipase, e a capacidade de adesdo das
leveduras, a terapia antifungica e a populacdo celular envolvida na resposta imune do
paciente. Foram incluidos neste estudo 59 pacientes com diagndstico clinico confirmado para
o cancer e presenca de Candida spp. e 34 individuos do grupo controle. Para confirmacdo do
diagnostico de cancer, fragmentos de tecido foram submetidos as analises cito e histolégicas.
As amostras de swabs orais foram semeadas em agar Sabouraud dextrose, para posterior
identificacdo das espécies. As leveduras foram identificadas por testes presuntivos através da
producdo de pigmento no meio de CRHOMagarCandida, caracteristicas morfolégicas e teste
confirmativo atraves da espectrometria de massa MALDI-TOF. No grupo com cancer foram
identificadas 32 (51,6%) amostras como Candida albicans, 4 (6,5%) como C. tropicalis, 9
(14,5%) como C. glabrata, 4 (6,5%) como C. krusei, 8 (12,9%) como C. parapsilosis e 5
(8%) como C. lusitaneae. Para o grupo controle 14 (66,7%) foram identificadas como C.
albicans, 5 (23,8%) como C. parapsilosis,1 (4,8%) como C. krusei e 1 (4,8%) como C.
glabrata. As leveduras foram também avaliadas quanto a expressdo de fatores de viruléncia
como a producédo de proteinase e fosfolipase, a sua capacidade de adeséo, e quanto ao perfil
de susceptibilidade aos antifungicos, comumente utilizados na clinica médica. Também foi

feita uma avaliacdo no soro dos pacientes com cancer oro-gastrico e grupo controle para que



fosse determinado o perfil de resposta imune nos individuos envolvidos no trabalho. Tanto o
exame histopatologico que € o metodo mais utilizado para a analise de lesGes suspeitas de
malignidade, quanto o exame citopatoldgico, considerado uma forma de diagndstico
alternativo, demonstraram sensibilidade de 100% em todas as amostras analisadas, sendo este
método uma ferramenta promissora para a realizagdo do diagnéstico de cancer de boca.
Cinguenta e nove por cento dos individuos do grupo controle e 85% dos pacientes com cancer
orogastrico apresentaram levedura na cavidade oral sendo a espécie Candida albicans a mais
prevalente com 66,7% nos individuos do grupo controle e 48,4% nos pacientes com cancer.
As leveduras recuperadas dos individuos com céancer foram mais aderentes que os isolados
provenientes do grupo controle. Quanto a producédo de fosfolipase, foi observado uma maior
producdo, tanto para as amostras recuperados dos individuos do grupo controle quanto para 0s
pacientes com cancer, com 61,9% e 51,6% respectivamente. J& para a proteinase, foi
observada maior producdo nas amostras proveniente dos pacientes com cancer com 41,9%.
Para grupo controle, somente 4,8% apresentaram esta caracteristica. Diante do teste de
susceptibilidade a drogas antifungicas, a maiorias das amostras para os dois grupos que
fizeram parte do estudo apresentaram sensibilidade a todos os antifingicos testados sendo
que, as amostras do grupo controle apresentaram maior sensibilidade dos que as amostras dos
pacientes com cancer. Por fim, quanto ao perfil imunoldgico avaliado a partir do soro dos
pacientes com céancer e grupo controle, foi observado que nos pacientes com cancer, houve
um aumento estatisticamente significativo das citocinas IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17
em relacdo aos individuos do grupo controle (saudaveis), mostrando haver uma alteracao

sistémica nestas citocinas inflamatdrias entre os individuos com cancer oro gastrico.

Palavras chave: Leveduras, Candida spp., cancer orogastrico, diagnéstico, identificacdo,

antifangicos, resposta imune.



ABSTRAT

Cancer is a chronic degenerative disease that presents a disordered growth of cells and may
spread to other body regions. The process of carcinogenesis and oncogenesis ranges from
early changes in DNA to tumor formation, which may cause the destruction of the host
organism, slowly and progressively. As in other malignant neoplasms, oral cancer has its
development stimulated by the interaction of environmental factors, carcinogens or
carcinogens and host factors as age, race, sex and genetic inheritance. Some external agents
are also predisposing to cancer development factors such as exposure to solar radiation, as
well as smoking and chronic alcoholism. Opportunistic infections of the oral cavity are
primarily caused by fungi of the genus Candida and occur frequently in this group of patients.
Considering the aspects related to the presence of fungi in the oral cavity and its questionable
role in cancer, the aim of this study was to determine the potential aggressor of Candida
species among different patients who had orogastric cancer, including issues related to the
diagnosis of neoplasia buccal, antifungal therapy and cell population involved in the immune
response of the patient. To confirm the diagnosis of cancer, tissue fragments were subjected to
cytological and histological analyzes. Both histopathologic as cytopathologic tests, considered
a form of alternative diagnosis, showed sensitivity of 100% for all samples analyzed. In this
study 59 patients with clinical diagnosis for cancer and presence of Candida spp. and 34
control subjects without cancer were included. Oral swabs samples of individuals were seeded
in Sabouraud Dextrose Agar for identification of species. Yeasts, after screening with pigment
production in the middle of CRHOMagarCandida were identified by morphological tests
through microcultive and confirmatory testing by MALDI-TOF. Fifty (85%) of patients with
cancer oro-gastric and 20 (59%) of the control subjects showed yeast in the oral cavity.
Candida albicans was the most prevalent species, both in patients with cancer (48.4%) and in
control subjects (66.7%). Among the 50 cancer patients who had yeast in the oral cavity, in
eight of these, two different Candida species and in two, three different strains were isolated,
totaling 62 samples. Of the 20 control subjects, positive for Candida in the oral cavity, one
had two species, totaling 21 isolates. In the group with cancer 32 (51.6%) samples were
identified as Candida albicans, 4 (6.5%) as C. tropicalis, 9 (14.5%) as C. glabrata, 4 (6.5%)
as C. krusei, 8 (12.9%) as C. parapsilosis and 5 (8%) as C. lusitaniae. In the control group 14
yeast (66.7%) were identified as C. albicans, 5 (23.8%) as C. parapsilosis, 1 (4.8%) as C.

krusei and 1 (4.8%) as C. glabrata. Yeasts were also assessed for the expression of virulence



factors such as the production of proteinase and phospholipase, their adhesion ability, and as
to the susceptibility to antifungal agents, commonly used in medical clinical profile. Among
the samples of Candida spp. isolated, 54.2% and 32.5% produced phospholipase and
proteinase, respectively. Isolates from patients with cancer showed higher proteinase
production (41.9%) than those isolated from the control group (4.8%). Samples of Candida
isolated from the oral cavity of patients with cancer had higher adhesion to buccal epithelial
cells (BEC) than those of the oral cavity of people without alteration of the oral mucosa (p =
0.05). Candida species from cases with cancer showed higher sensitivity to isoconazole,
voriconazole, ketoconazole and amphotericin B antifungals while the samples of Candida
tropicalis were resistant to fluconazole. The samples of the control group demonstrated the
sensitivity to all the antifungals tested. In this study 100% of individuals who had oral cancer
were smokers and chronic alcoholics. An assessment was also performed, to be given the
profile of immune response in the serum of individuals with oro-gastric cancer and the control
group. In cancer patients there was a statistically significant increase in 1L-2, IL-10, TNF,
IFN-y and IL-17 in the control group suggesting that there was a systemic change in these

inflammatory cytokines in patients with neoplasia.

Keywords: Yeast, Candida spp., cancer orogastric, diagnosis, antifungals, immune response
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1 INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

A incidéncia de cancer tem aumentado significativamente em todo o mundo, configurando-se
como um dos mais importantes problemas de satde publica. Como consequéncia, o cancer de
boca também tem aumentado assustadoramente correspondendo a 94% dos casos de
carcinoma de células escamosas (CCE). O CCE é uma neoplasia epitelial maligna agressiva e
de etiologia ainda desconhecida, embora fatores intrinsecos e extrinsecos parecam estar
envolvidos. Como fatores intrinsecos citam-se o0 estado sistémico do paciente como
desnutricdo, anemia por deficiéncia de ferro, deficiéncia de vitamina A e susceptibilidade
genética. Os fatores extrinsecos incluem o fumo de tabaco, o tabaco sem fumaca, o habito de
mascar folha de bétele, o consumo de &lcool, a exposi¢cdo aos fendis, infecgdes por virus
oncogénicos, sifilis, candidiase e o uso de proteses totais ou parciais. As associacdes entre a
exposicao a estes fatores de risco e a ocorréncia de cancer ainda nao estdo claras, requerendo

investigacOes mais apuradas.

A realizacdo de um diagndstico precoce € de fundamental importancia para um melhor
prognostico do cancer. Dentre os métodos de diagnéstico disponiveis, a citopatologia se
destaca por ser uma técnica rapida, de baixo custo e ndo invasiva. Embora o método
citopatoldgico tenha sido considerado suficiente para a definicdo diagnostica em lesdes da
tiredide, mama, pulmao, mediastino, rim e bexiga, ndo ha consenso na literatura a respeito de
sua eficacia no diagnéstico do carcinoma de células escamosas (CCE). Assim, para que 0
paciente possa ser submetido aos protocolos terapéuticos faz-se necessaria uma definicao
diagndstica que, obrigatoriamente, passa pela analise histopatolégica de uma bidpsia,
habitualmente incisional. Diante das vantagens da citopatologia e de seu aceite pelo paciente,
a primeira proposta deste trabalho é avaliar a viabilidade deste método de diagnostico na

triagem de lesbes bucais suspeitas de malignidade.

Considerando a imunossupressédo, inerente ao paciente com cancer, infecges oportunisticas
por Candida séo frequlientes, embora a funcéo destas leveduras na etiologia da doenca ainda
ndo tenha sido definida. Objetivou-se identificar as espécies de Candida presentes na mucosa
oral de pacientes com cancer e analisar seu potencial agressor, por meio da pesquisa de

marcadores de viruléncia como a proteinase, a fosfolipase e capacidade de adesao.
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Outro aspecto importante no direcionamento da terapia antimicrobiana de candidiases em
pacientes com cancer é o conhecimento do perfil de susceptibilidade de Candida spp. as

drogas antifangicas disponiveis na clinica médica, sendo este outro objetivo deste estudo.

Outra abordagem deste trabalho se refere ao entendimento da maneira pela qual o individuo
com cancer desenvolve uma resposta imune, inata e adquirida, frente a infecgdo por Candida.
Um outro objetivo do trabalho foi quantificar as citocinas presentes no soro dos individuos
que fizeram parte do estudo por meio da técnica Cytometric Bead Array (CBA) associando

aos aspectos relacionados a resisténcia ou susceptibilidade dos individuos as candidiases.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer orogastrico

O céncer e definido como uma enfermidade cronica degenerativa, pois apresenta um
crescimento rapido e anormal de células defeituosas que ao se disseminarem pelo organismo
(metastase), aumentam a taxa de mortalidade da doenca. Outros termos utilizados para o
cancer sdo tumores malignos ou neoplasias malignas (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2006). Se o processo de carcinogénese se inicia em tecidos epiteliais € denominado carcinoma
e quando se inicia em tecidos conjuntivos como 0sso, musculo ou cartilagem é chamado de
sarcoma (FERREIRA, MACIEL, 2004).

O processo de carcinogénese ou oncogénese compreende desde alteracfes precoces no DNA
até a formacdo do tumor, podendo acarretar a destrui¢do do organismo hospedeiro, de maneira
lenta e progressiva. Embora numerosos estudos realizados reportem o0 mecanismo de
oncogeénese, o desenvolvimento celular do tumor, sua progressdo e agressividade nédo séo,
ainda, bem conhecidas (FERREIRA & MACIEL, 2004).

Em nossa sociedade, o cancer continua sendo uma enfermidade muito importante, tanto
qualitativa como quantitativamente. Sua incidéncia e indices de mortalidade sdo cada vez
mais elevados e, embora afete todas as faixas etarias, na maioria das vezes, acomete as
pessoas com mais de 65 anos de idade, sendo que os homens sofrem maior incidéncia de
cancer do que as mulheres (FERREIRA, 1996).

Anualmente, sdo diagnosticados cerca de 6,4 milhdes de casos de tumores malignos no
mundo, sendo o cancer de boca responsavel por 10% dos casos (STEWART & KLEIHUES,
2003). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), os canceres de boca e orofaringe
sdo considerados as neoplasias mais frequentes de cabeca e pescoco, com cerca de 390 mil
novos casos por ano (INCA, 2008). As taxas de incidéncia destas neoplasias em paises nao
desenvolvidos sdo superadas somente pelas taxas de cancer do colo de Utero. O tratamento de
escolha para essas neoplasias é a cirurgia, associada ou ndo a radioterapia. Cirurgia e
radioterapia sdo formas de tratamento para a doenca localizada ou regional (JHAM et al.,
2006).
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De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer (IARC - International Agency for Research on Cancer), da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), houve 14,1 milhdes de casos novos de cancer e um
total de 8,2 milhdes de mortes por esta doenca, em todo o mundo, em 2012 (INCA, 2014).
Nesses casos, 0s tipos de cancer mais frequentes na populagdo masculina foram de prostata,
pulméo e célon e reto; e mama, célon e reto e pulmdo entre as mulheres. Nos paises em
desenvolvimento, os trés tipos de cancer mais frequentes em homens foram pulmao, estdmago

e figado; e mama, colo do Utero e pulméo nas mulheres (INCA, 2014).

Assim, nas Ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensdo maior, convertendo-se em um
evidente problema de salde publica mundial. A Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
estimou que, no ano 2030, a carga global sera de 21,4 milhdes de casos novos de cancer e
13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da
populagéo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e nas mortes por doencas infecciosas

em paises em desenvolvimento (INCA, 2012).

Ainda, segundo o Instituto Nacional do Cancer (2014), no Brasil, a estimativa para o0 ano de
2014, que serd valida também para o ano de 2015, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma,
reforcando a magnitude do problema da doenca no pais. O céncer de pele do tipo nédo
melanoma (182 mil casos novos) serd 0 mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos
tumores de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulméo (27 mil),

estdbmago (20 mil) e colo do Utero (15 mil).

Sem considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma, estimam-se 395 mil casos novos de
cancer, 204 mil para o sexo masculino e 190 mil para sexo feminino. Em homens, os tipos
mais incidentes serdo os canceres de prostata, pulmao, colon e reto, estdmago e cavidade oral;
e, nas mulheres, os de mama, célon e reto, colo do Utero, pulmao e glandula tiredide (INCA,
2014).

A etiologia da neoplasia é multifatorial e, apesar de todo o avanco tecnoldgico obtido até o
momento, 0s agentes etioldgicos para o cancer ainda sdo uma incognita (NEVILLE et al.,
1998).
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A expressdo “tumores de cabeca e pescoco” inclui um nimero grande de tumores com
diferentes caracteristicas histologicas que surgem em varios locais anatbmicos, como o labio,
mucosa oral, faringe, laringe, porcdo cervical do es6fago, seios paranasais, glandulas

salivares, tiredide, paratiredide e pele (RUBIRA et al., 2007).

A cavidade bucal é uma das principais localiza¢gdes anatdmicas de cancer em todo o mundo,
estando, em geral, entre as dez neoplasias mais frequentes. A maioria dos estudos
epidemioldgicos descreve como sitio anatdmico para o cancer de boca qualquer localizacao
da boca, algumas estruturas como palato, gengiva, assoalho de boca e mucosa jugal e a lingua
excluindo labio e/ou glandula salivar (BORGES et al., 2009; COSTA et al., 2005; QUEIROZ,
2002).

A exclusdo do labio se deve ao fato de que a sua face externa esta exposta a radiacao solar,
que € o principal fator de risco para este sitio anatdbmico sendo este, entdo, muitas das vezes,
incluido nos tipos de cancer de cabeca e pesco¢o (GUNARSKOG et al., 1995; BLOT et al.,
1996), diferentemente de outras regides anatdbmicas da boca que sdo associadas de forma
causal ao consumo de fumo e élcool. No caso das glandulas salivares, o tumor ai originado
apresenta um padrdo histolégico diferente daquele observado no carcinoma espinocelular,
principal tipo histoldgico observado nas demais partes da boca (BLOT et al., 1996).

O cancer bucal é um problema de salde publica no Brasil, ndo somente em virtude das altas
taxas de incidéncia e prevaléncia, mas principalmente devido aos baixos indices de sobrevida,

apesar dos avancos na terapéutica oncoldgica (MELO & ROSA, 2009).

Carcinoma de células escamosas (CCE), também chamado de epidermdide, escamocelular ou
espinocelular é definido como uma neoplasia maligna derivada do epitélio escamoso ou
exibindo caracteristicas morfoldgicas do mesmo. O CCE é frequentemente o estagio final de
alteracOes no epitélio estratificado escamoso, que culmina no rompimento da membrana basal
e invasao do tecido conjuntivo adjacente. Anualmente, mais de 300.000 novos casos de CCE
de boca ocorrem em todo o mundo (PIMENTA, 2005), consistindo na quarta localizagédo
anatomica de cancer (BORGES et al, 2009).

O cancer de boca acontece mais frequentemente nos homens do que nas mulheres - 75 e 25%,

respectivamente. Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2014, 11.280 casos novos de cancer da
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cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco
estimado de 11,54 novos casos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer da cavidade oral em homens é o quarto
mais frequente nas regides Sudeste (15,48/ 100 mil) e Nordeste (7,16/100 mil). Na regido
Centro-Oeste, € 0 quinto (8,18/ 100 mil). Nas regi6es Sul (15,21/ 100 mil) e Norte (3,21/ 100
mil), o sexto. Para as mulheres, é 0 nono mais frequente nas regides Sudeste (4,88/ 100 mil) e
Nordeste (3,72/ 100 mil). Na regido Norte (1,60/ 100 mil), ocupa a 1la posicdo. Na regido
Centro-Oeste (3,30/ 100 mil), é o 12° mais frequente e, na regido Sul (3,09/ 100 mil), o 15°
(INCA, 2014).

O cancer de boca e faringe é o sexto tumor mais comum no mundo. Mais de 90% destes
canceres oralfaringeos sao carcinomas de células escamosas (CCE) (SAHEBJAMEE et al.,
2008).

Com etiologia multifatorial e complexa, a ocorréncia do cancer de boca pode ser influenciada
tanto por fatores ambientais como por aqueles fatores relacionados ao hospedeiro. Dentre 0s
fatores de risco para o seu desenvolvimento estdo o tabagismo, a exposic¢éo profissional, os
traumatismos crénicos, os habitos de higiene bucal, fatores nutricionais, estados de
imunodeficiéncia, infeccdes fungicas e virais com o0 HPV e o Herpes, a radiacdo ultravioleta,
0 grupo étnico e as condi¢des socioecondmicas (KOWALSI & NISHIMOTO, 2000).

O céancer de boca estd fortemente associado com o ato de fumar ou de mastigar tabaco:
aproximadamente 90% das pessoas com canceres de boca sdo fumantes (BOUDA et al.,
2000). O risco aumenta com a quantidade e duracdo do tabagismo. O uso de alcool e a
exposicao a luz solar também aumentam o risco de cancer da cavidade bucal (HOMANN et
al., 2001).

A acdo do fumo e do alcool é conhecida pelo seu papel na génese e desenvolvimento do
cancer, devendo-se avaliar tais elementos como fonte de nitrosaminas, resultantes
principalmente da degradacdo de componentes do tabaco. Nitrosaminas sdo compostos
quimicos cancerigenos, de estrutura quimica RoN-N=0 (MAFF, 1992). Nitrosaminas sdo
produzidas a partir de nitritos e aminas. Esses compostos podem ser produzidos no fumo do
tabaco pela reacdo da nicotina e outros compostos com nitrito no tabaco. Sua formagéo pode

ocorrer apenas sob certas condicGes, incluindo condi¢bes fortemente acidas tais como a do
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interior do estbmago humano. As nitrosaminas tém sido associadas ao desenvolvimento de
cancer, especialmente, de tumores localizados na cavidade oral, no trato respiratorio, no
sistema digestivo, na bexiga e no cérebro (MAGEE & BARNES, 1956).

Muitos estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma correlagdo entre a ingestéo de alcool e
a ocorréncia de cancer em seres humanos. Todos os tipos de bebidas alcodlicas estdo
associados com um risco aumentado para o surgimento do cancer oral e de esdfago, o que
sugere que o etanol é o composto crucial como causa desta doenca. A Agéncia Internacional
para Pesquisa do Cancer afirmou que o consumo de &lcool associado ao acetaldeido é um
fator cancerigeno para os seres humanos cujos locais mais comuns sdo a cavidade oral,
faringe, laringe, es6fago, colo-retal, figado e mama feminina. Os mecanismos pelos quais 0
consumo de alcool mostra seus efeitos cancerigenos ndo foram definidos totalmente, embora
0s eventos plausiveis incluam um efeito genotoxico do acetaldeido e concentracdo de
estrogénios, sendo este Gltimo um importante fator para a carcinogénese mamaria. Qualquer
nivel de consumo de alcool aumenta o risco para o desenvolvimento de um cancer. O nivel de

risco aumenta em conformidade com o consumo de alcool (TESTINO, 2011).

Pessoas com céncer de boca tém mais probabilidade de desenvolver cancer de laringe, de
esdfago ou de pulmdo (LEITE, 2009). Nos estagios iniciais, o0 CCE aparece como placas
firmes e elevadas ou como é&reas irregulares, asperas ou verrugosas do espessamento da
mucosa, possivelmente confundidas com leucoplasia. Ambos os padrdes podem se sobrepor a
uma base de leucoplasia ou eritroplasia aparente. Com a progressdo da lesédo, este pode
apresentar aspecto nodular ou infiltrativo, este Gltimo caracterizado por uma Ulcera irregular e
aspera, assintomatica, com bordas elevadas, firmes e onduladas (COTRAN et al., 2000). CCE
de boca tem um crescimento infiltrativo profundo no tecido conjuntivo adjacente, com poucas
alteracdes na superficie do epitélio e pode se apresentar como uma area endurecida com perda
da mobilidade do tecido (SAPP et al., 1997).

Alguns dos possiveis sintomas do cancer de boca incluem uma ferida na boca que ndo
cicatriza ap6s duas semanas sendo este o sintoma mais comum dessa doenga. Outros sintomas
seriam a presenca de uma regido na boca que se torna descorada e permanece desta forma; a
presenca de nodulo (caroco) persistente endurecido na mucosa jugal; dor de garganta
persistente; mudancas na voz; dificuldade para mastigar ou engolir; dificuldade para mover a

mandibula ou a lingua; dentes soltos; amortecimento da lingua ou de outra area da boca; dor
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ao redor dos dentes ou da mandibula; dor ou irritacdo na boca que persiste; perda de peso sem
explicagdo; inchago na mandibula causando desconforto no uso de proteses. A maioria dos
sintomas dos canceres de boca pode ser causada por outras desordens menos sérias.
Entretanto, se qualquer sintoma dura duas semanas ou mais, eles merecem a avaliacdo meédica
(LEITE, 2009).

Para o cancer de estdmago, esperam-se 12.870 casos novos em homens e 7.520 em mulheres
para o Brasil, no ano de 2014. Esses valores correspondem a um risco estimado de 13,19
casos novos a cada 100 mil homens e 7,41 a cada 100 mil mulheres. Sem considerar 0s
tumores de pele ndo melanoma, o cancer de estbmago em homens é o segundo mais frequente
nas regides Norte (11,10/ 100 mil) e Nordeste (10,25/ 100 mil). Nas regi6es Sul (16,07/1 00
mil) e Centro-Oeste (10,88/ 100 mil), é o quarto. Ja na regido Sudeste (14,99/ 100 mil), ocupa
a quinta posicdo. Para as mulheres, é o terceiro mais frequente na regido Norte (5,91/ 100
mil). Nas regides Sudeste (8,20/100 mil) e Nordeste (6,39/ 100 mil), ocupam a quinta posicao.
Nas regides Sul (8,43/ 100 mil) e Centro-Oeste (6,32/ 100 mil), ocupam a sexta posi¢do
(INCA, 2014).

Estudos epidemioldgicos sugerem que a mudanca no padrdo alimentar da popula¢do, com o
aumento na ingestdo de frutas e verduras, estd associado a um baixo risco para 0
desenvolvimento dessa neoplasia. A hipdtese de que a alimentacdo saudavel possa ser um
fator protetor deve-se ao fato de as frutas e legumes frescos possuirem vitaminas com

propriedades antioxidantes, como as vitaminas C e E e o betacaroteno (INCA, 2014).

O maior fator de risco para o desenvolvimento do cancer do estdmago é a infeccdo em longo
prazo pela bactéria Helicobacter pylori. E uma das infeccbes mais comuns no mundo e pode
ser responsavel por 63% dos casos de cancer gastrico. A prevaléncia mundial calculada de
infeccdo pelo H. pylori é de 50%, sendo que chega a 90% nos paises em desenvolvimento. Na
maioria das populagGes em que a prevaléncia da infecgdo € alta, geralmente, ela é adquirida

na infancia, persistindo ao longo da vida (INCA, 2014).

O céncer de esdfago afeta mais de 450 mil pessoas no mundo a cada ano. Para o0 ano de 2014,
no Brasil, esperam-se 8.010 casos novos de cancer de eséfago em homens e 2.770 em
mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 8,18 casos novos a cada 100

mil homens e 2,70 a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele nédo
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melanoma, o céncer de es6fago em homens é o quinto mais frequente na regido Sul
(15,97/100 mil). Na regido Centro-Oeste (6,88/ 100 mil), é o sexto. Nas regides Sudeste (9,45/
100 mil) e Nordeste (4,50/100 mil), o sétimo, e, na regido Norte (1,88/100 mil), é o 110 mais
frequente. Para as mulheres, é o 130 mais frequente nas regides Sul (5,27/100 mil), Sudeste
(2,86/100 mil) e Nordeste (1,80/100 mil). Ja nas regides Centro-Oeste (2,39/100 mil) e Norte
(0,67/100 mil), é 0 14° mais incidente (INCA, 2014).

O céncer de esdfago divide-se em dois principais subtipos histoldgicos: carcinomas de células
escamosas e adenocarcinomas. O primeiro € 0 mais comum, com aproximadamente 90% dos
casos, e ocorre mais frequentemente em homens a partir dos 50 anos, acometendo mais o
terco médio e inferior do esdfago. Ja o adenocarcinoma surge na parte distal do eséfago, na

presenca de refluxo gastrico e metaplasia gastrica do epitélio (INCA, 2014).

Os fatores de risco relacionados ao cancer do esdfago séo idade, historia familiar e fatores
extrinsecos, como uso do alcool e fumo (fumado, mascado ou aspirado), infeccBes orais por
fungos e outros agentes infecciosos (como o HPV), deficiéncia de riboflavina e vitamina A,
contaminacdo de produtos alimenticios pela micotoxina fumonisina e ingestdo excessiva de
erva-mate em temperatura elevada, muito comum no sul do Brasil, na Argentina e no Uruguai
(INCA, 2014).

O conceito de campo de cancerizacdo foi estabelecido por SLAUGHTER et al. em 1953 e foi
baseado no fato de que a superficie epitelial do trato aero digestivo € comumente exposta a
muitas substancias carcinogénicas como o cigarro e o alcool e, portanto, possui um risco
maior de desenvolvimento de carcinomas, inclusive o0 CCE de boca. O desenvolvimento de
um segundo tumor primario no campo de cancerizacdo ocorre em uma razdo de 20 a 30%,

apesar do controle local para prevencdo de uma nova neoplasia (PIMENTA, 2005).

2.1.1 Diagnostico

O diagnostico do CCE é realizado através de suspeita clinica e confirmacdo através de exame
histopatoldgico com a obtencdo de um fragmento representativo do tumor mediante uma
bidpsia do tecido neoplasico (ISLES et al., 2008).
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O diagndstico precoce dos tumores de boca ndo deveria apresentar dificuldades, uma vez que
0s grupos de maior risco sdo bem conhecidos e a regido é de facil acesso ao exame clinico,
dispensando qualquer tipo de equipamento especial. As lesbes com risco de malignizacao
podem ser diagnosticadas e tratadas antes da transformacdo carcinomatosa. No entanto,
observa-se que os pacientes ndo sdo esclarecidos e negligenciam os sintomas, assim como 0s
profissionais de salde ndo examinam rotineiramente a mucosa da boca (KOWALSKI,
NISHIMOTO In: PARISE JUNIOR, 2000).

A suspeita clinica se baseia na anamnese do paciente com levantamento de questdes sobre a
duracdo da ferida, a ocorréncia de dor, sangramento e dificuldade de adaptacdo de protese.
Considera-se na evolucdo da doenca, a existéncia de antecedentes como o tabagismo, uso de

prétese, higiene bucal, bem como precedentes familiares.

O diagnostico precoce do cancer bucal e o imediato encaminhamento do paciente para
tratamento sdo fatores importantes para a reducdo da morbidade e mortalidade causadas pela
doenca. O diagnostico tardio das lesGes primarias bucais e metastases cervicais € comum, 0
que faz do tratamento dessas doengas uma situagdo particularmente grave (MAIO et al.,
2009).

A classificacdo histopatologica para os carcinomas de células escamosas (CCE) da cavidade
oral surgiu na tentativa de explicar o comportamento biolégico discrepante de tumores com
caracteristicas clinicas semelhantes. Assim, Broders (1941), propds uma classificacdo da
graduacdo histopatoldgica baseada no grau de diferenciacdo celular (LOURENCO et al.,
2007).

H& muitos anos, o sistema de estadiamento clinico de tumores TNM tem sido o padrdo de
classificacdo adotado para caracterizar os tumores, propor a terapia mais adequada e, assim,
estimar a sobrevida dos pacientes. As informagdes obtidas através dos exames clinicos e de
imagem sdo utilizadas para estabelecer o estadio clinico (cTNM). Caso o paciente seja
submetido a resseccao cirurgica, determina-se também o estadio patoldgico (pTNM), por
meio do exame histopatologico do tumor e/ou dos linfonodos regionais, 0 que auxilia na
selecdo da terapia adjuvante pOs-operatoria e na estimativa do prognéstico ( PATEL &
SHAH, 2005; LOURENCO et al., 2007).
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O estadiamento clinico dos carcinomas da cavidade bucal segue principios definidos que
utilizam critérios anatémicos, obtidos por meio de exame fisico minucioso, exames de
imagem ou outros metodos diagnosticos. O sistema TNM considera o tamanho da lesdo, o
comprometimento de estruturas adjacentes, as evidéncias de metastase cervical e a distancia.
Na classificagdo TNM o T indica o tamanho de tumor primério, N a presenca ou auséncia de
lesbes metastaticas nos linfonodos e M a presenga ou auséncia de metastases a distancia em
algum outro 6rgdo ou local. A classificacdo é a mesma para 0s carcinomas da regido de
cabeca e pesco¢o. Da composicdo dos dados citados acima, 0s pacientes sdo agrupados em
estadios que vao de “0”(in situ) a “IV” (mais avangado, com presenga de metastase). O
estadiamento auxilia na determinacdo da terapéutica a ser empregada e na definicdo do
prognoéstico quanto as chances de disseminacdo neoplasica, sobrevida livre de doenca e
sobrevida global (SILVERMAN, EVERSOLE, TRUELOVE, 2004; ARAUJO, ARAUJO In:
PARISE JUNIOR, 2000).

O emprego da citopatologia como método de diagnostico de CCE fundamenta-se na analise e
interpretacdo, a microscopia de campo claro, de esfregaco da lesdo (FONTES et al., 2008) .
Em lesbes orais, as células sdo obtidas pela raspagem da superficie da lesdo suspeita,
possibilitando a analise das caracteristicas citopatoldgicas e a classificacdo da lesdo
(BIRMAN et al., 1999). Essa técnica € bem aceita pelos pacientes, aspecto esse que pode ser
bastante atil para o diagnostico (MEHROTRA et al., 2006). Entre as muitas vantagens da
citopatologia destacam-se a rapidez de execu¢do; o custo baixo; a ndo invasividade; a ndo
necessidade de anestesia infiltrativa. Este método apresenta alta especificidade e
sensibilidade, o que viabiliza a sua utilizagdo como exame de rotina; minimizacdo da
possibilidade de infeccdo e hemorragia em pacientes imunossuprimidos; além de permitir a
aplicacdo de técnicas quantitativas, citomorfologicas, imunocitoquimica e biologia molecular,
proporcionando maior precisao no diagnéstico (EPSTEIN, et al., 2002; ROCO PEREZ et al.,
2002; DINIZ et al., 2004).

A confirmacéo do diagndstico de CCE é feita através de bidpsia do tecido neoplésico. O CCE
é caracterizado histologicamente por ilhas e corddes invasivos de células epiteliais malignas,

que mostram diferenciacdo em direcdo a uma morfologia escamosa (NEVILLE et al., 2002).

Outras modalidades de exames por imagem, como tomografia computadorizada,

ultrassonografia, imagem por ressonancia magnética, cintilografia 0ssea e PET (Positron
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Emission Tomography) tem sido empregadas como complemento ao exame clinico para
avaliar a localizagdo primaria, a extensdes e a invasao de estruturas adjacentes (DAMMANN
et al., 2005; YEN et al., 2005, ISLES et al., 2008).

A ressonancia magnética (RNM) apresenta melhor qualidade de imagem para tecidos moles,
sem utilizacdo de radiacdo ionizante e sem riscos biolégicos conhecidos (LANGLAIS et al.,
2000; LENZ et al., 2000). A RNM fornece informacdes sobre extensdo da lesao, possivel
infiltracdo de grandes vasos e comprometimento de linfonodos, contribuindo para a
determinacdo do tratamento e prognostico (WEBER et al., 2003). Exames de RNM e
Tomografia Computadorizada (TC) realizados geralmente seis meses apds a radioterapia,
podem contribuir na deteccdo de alteracbes locais, em complemento ao exame clinico.
Persisténcia ou recorréncia de assimetria dos tecidos e/ou aumento de volume sdo sinais

suspeitos de persisténcia ou recorréncia do tumor (HERMANS, 2005).

Hoje a biologia molecular ja tem sido usada como uma ferramenta para detectar a expressdo
de micro genes envolvidos no cancer. Um destes instrumentos, a RT-PCR tem sido util na
deteccdo de miRNA (micro RNAs), bem como seu nivel em varios tipos de cancer humanos.
Uma grande quantidade de miRNA j& foi detectada em todos os tipos de tumores, incluindo as
malignidades hematoldgicas (CALIN et al., 2004), linfoma (EIS et al., 2005), melanoma
(GAUR et al., 2007), céanceres de pulméo (TONG, 2006; EDER & SCHERR, 2005), mama
(IORIO et al., 2005), c6lon (CUMMINS et al., 2006), figado (MURAKAMI et al., 2006),
tiredide (VISONE et al., 2007), pancreas (LEE et al., 2007), dentre outros. A utilizacdo desta
ferramenta tem se mostrado potencialmente Util para o diagndstico e o prognostico do cancer,

tendo assim objetivos terapéuticos (CHEN et al., 2008).

O protocolo convencional para o tratamento de pacientes portadores de cancer de cabeca e
pescoco € cirurgia e/ou radioterapia. A radioterapia tem como principio a destruicdo de
células neoplésicas malignas, porém também causa injarias a populacdo de células normais
provocando efeitos colaterais e complicacOes variadas que afetam a cavidade bucal durante e
apos o tratamento (SPOLIDORIO et al., 2001). Atualmente, a pesquisa em oncologia, tem
concentrado esforcos na identificacdo de antigenos de superficie da célula cancerosa, na
perspectiva de desenvolvimento de vacinas e/ou imunotoxinas que podem ser alternativas

para terapia do cancer (HAN et al., 2009).
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2.2 Candidiase

A candidiase é uma infeccdo fangica de espectro bastante extenso, que acomete,
principalmente, pacientes imunocomprometidos e apresenta como agente etiologico leveduras
do género Candida. As espécies de Candida, de interesse médico, residem mais comumente
na cavidade bucal, vaginal e no trato gastrointestinal onde sdo, normalmente, controladas por
fatores locais, como a competicdo com a microbiota bacteriana residente. Apesar de ser um
microrganismo saprobio, Candida spp. pode assumir uma forma patogénica frente a
determinadas condi¢fes que comprometem o sistema imunologico (ISHIDA et al., 2009).

Os fatores de risco para infec¢do por Candida em pacientes imunocomprometidos incluem o
aumento desta populac¢do de imunossuprimidos que € uma consequéncia da diabetes mellitus,
do uso prolongado de antibidticos e corticdides, da difusdo da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), leucemia, queimaduras, dos avangos na medicina de
transplantes e tratamento quimioterapico e do aumento da expectativa de vida do homem
devido a tratamentos médicos avancados (SHEEHAN et al., 1999; HEIMDAHL & NORD,
1990; CHEN et al., 2000), a durag&o e gravidade da neutropenia, a presenca de um dispositivo
central de acesso venoso, a nutricdo parenteral total, o uso de esterois e recente ou simultaneo
uso de agentes antibacterianos (PAPPAS et al, 2004). Com isso, as infeccdes flangicas
oportunistas tém aumentado drasticamente nos Ultimos anos (ARENDRUP et al., 2005;
ENOCH et al., 2006). As infeccBes fangicas sdo, pois, causas importantes de morbidade e
mortalidade neste grupo de individuos (PARAKH et al., 2008; YOKOYAMA et al., 2000;
LIN et al., 2006; AVRELLA & SILVEIRA, 2008). Pelo carater enddgeno desta levedura, sua
habilidade de colonizacdo e oportunismo evidente, as candidiases, sdo freqlientes e tém
distribuicdo mundial (ISHIDA et al., 2009).

A mortalidade e morbidade das infec¢des fungicas em imunodeprimidos sdo bastante
significativas, e os patdgenos fungicos mais comuns continuam sendo aqueles dos géneros
Candida e Aspergillus (ARENDRUP et al., 2005; LASS-FLORL et al., 2005; PFALLER &
DIEKEMA, 2007; SEGAL & WALSH, 2006).

A frequéncia de infecgBes por espécies de Candida tem aumentado nas Ultimas décadas,
tornando a candidemia uma infeccdo presente nos hospitais. Atualmente, essas infeccoes

representam o quarto lugar entre as adquiridas no ambiente hospitalar (YILDIRIM et al.,
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2007; MARO & YUCESOQY, 2008). A maior frequéncia ocorre em pacientes com
predisposicdo de base como a prematuridade de neonatos, presenca de patologia oncoldgica, o
uso de quimioterapia, a terapia imunossupressora, e cirurgias de grande porte. A espécie C.
albicans é a mais frequente, sendo responsavel por 50 a 70% de todas as infecc¢@es invasivas
atribuidas ao género Candida (SAMONIS et al., 2008). Outras espécies também estdo
implicadas em quadros clinicos e tém apresentado uma elevada taxa de incidéncia
compreendendo C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e mais recentemente, C.

dubliniensis.

A patogénese da candidiase envolve a invasdo do tecido do hospedeiro por formas
filamentosas das leveduras, especialmente C. albicans (STAAB, 1999). As manifestacdes
clinicas da candidiase apresentam grande diversidade de quadros, podendo ser divididas em
trés grupos: mucocutanea, cutanea e sistémica. Na candidiase mucocutanea, os tecidos mais
atingidos séo os da mucosa bucal e vaginal, sendo que a forma oral pode subdividir-se em
cinco apresentacGes distintas: pseudomembranosa, atréfica aguda, hiperplasica cronica,

queilite angular e lingua negra pilosa (ANDRIOLI et al., 2009).

A candidiase € a micose mais comum na boca, sendo a Candida albicans a principal espécie
encontrada. A infeccdo por Candida spp. é frequente no palato de portadores de préteses
totais, pacientes imunossuprimidos, e pacientes durante antibioticoterapia ou uso de drogas
gue causam xerostomia. Candida spp. pode infectar secundariamente lesGes bucais como

liquen plano, leucoplasia e carcinoma.

Na cavidade bucal as candidiases podem aparecer sob véarias formas. Os termos
pseudomembranosa, atrofica e hiperplasica servem como grupamentos primarios, que
geralmente descrevem os sinais da doenga bucal. A pseudomembranosa caracteriza-se pela
presenca de placas brancas amolecidas que cobrem éareas eritematosas da mucosa. Estas
placas podem ser removidas facilmente e apresentar areas de ulceragdo. A atréfica descreve
um estado em que a mucosa apresenta-se eritematosa ou observa-se atrofia nas papilas
linguais. A hiperplasica ocorre quando sdo observadas placas brancas que ndo podem ser
removidas (FOTOS & HELLSTEIN, 1992).
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2.2.1 Fatores de viruléncia de Candida spp.

A patogenicidade da Candida spp. estd relacionada a uma combinacdo de fatores que
contribuem para a sua viruléncia, como capacidade de crescimento a 37°C, variabilidade
fenotipica (switching) (NAGLIK et al. 2003), formacdo de hifas e pseudo-hifas, formacao de
biofilmes e presenca de moléculas como um receptor homdlogo a integrina CR3 humana, as
quais facilitam a aderéncia as células epiteliais e habilidade de produzir enzimas hidroliticas
como as fosfolipases (KANEMITSU et al., 2001; MOHAN & BALLAL, 2008). A aderéncia
do fungo a superficie da mucosa do hospedeiro ocorre provavelmente pela interacdo entre

adesinas do microrganismo e receptores das células epiteliais (OLSEN, 1990).

A grande maioria das leveduras cresce bem em temperaturas entre 30 e 37°C, quando
cultivadas em meios de cultura artificiais. Entre as espécies do género Candida, as
temperaturas de incubacdo que permitem crescimento satisfatério podem variar entre 20°C e
38°C (ODDS et al.,1994). A prova de termo-tolerancia utilizando temperatura de crescimento
(42°C e 45°C por 48 horas) associada com outros testes € um método eficaz para diferenciar
isolados de espécies de Candida (SANKAC ET al.,, 2003; ANANE et al., 2007). Foi
demonstrado que C. dubliniensis € sensivel a temperaturas elevadas e ndo é capaz de crescer
quando incubada entre 42°C e 45°C (PINJON ET al., 1998). Esta prova, portanto, tem sido
uatil para identificacdo presuntiva desta espécie, embora seja um teste que requer provas
complementares, devido a existéncia de algumas cepas de C. albicans que podem apresentar
comportamento semelhante (SPOLIDORIO et al., 2009).

O efeito proteolitico de amostras de C. albicans foi demonstrado pela primeira vez por Staib,
1965. Enzimas hidroliticas tém sido observadas em sobrenadante de cultura e no citoplasma
de blastoconidios de C. albicans. A proteinase extracelular produzida por diferentes espécies
de Candida é capaz de degradar varios substratos, tais como: queratina, colageno, albumina,
fibronectina, hemoglobina, cadeia pesada de imunoglobulina e proteinas de matriz
extracelular. Enzimas proteoliticas foram encontradas em isolados de C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis obtidas de varias amostras clinica (OLIVEIRA et al., 1998). Nas
candidiases observa-se a aderéncia da levedura a superficie celular. A formacdo do tubo
germinativo com consequente desenvolvimento da forma filamentosa, a variabilidade
fenotipica (switching), a producéo de toxinas e enzimas extracelulares, constituem os fatores
mais importantes para o desencadeamento da infeccdo por C. albicans. A produgédo de

fosfolipases é também um fator importante no processo da infeccdo, variando conforme a
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amostra. Candida albicans também possui adesinas, biomoléculas que promovem a aderéncia
do fungo as células do hospedeiro (ZARDO & MEZZARI, 2004).

As trés principais enzimas hidroliticas extracelulares produzidas por C. albicans sdo aspartil
proteinase (Sap), fosfolipases e lipases. A secrecdo de fosfolipase celular é considerada um
atributo chave para ajudar na invasdo dos epitélios da mucosa do hospedeiro. A fosfolipase,
em geral, quebra os fosfolipideos que sdo componentes principais de todas as membranas da
célula (IBRAHIM et al., 1998; RIBEIRO et al., 2007).

As enzimas hidroliticas vdo destruir ou desorganizar os elementos da membrana celular,
levando a disfuncdo da membrana e / ou ruptura fisica. Fosfolipases agem invadindo a célula,
provocando danos nos tecidos, ruptura da célula epitelial, e permitindo que as hifas penetrem
no citoplasma. A producdo de proteinase aumenta a capacidade de certos organismos
colonizar e penetrar o tecido hospedeiro, enganar o sistema imunoldgico, e perturbar um
namero significativo de proteinas importante para a imunidade, tais como imunoglobulinas,

proteinas do complemento, e citocinas (D’ECA et al, 2011).

A Sap tem sido o determinante de viruléncia mais estudado em C. albicans (FELK et al.,
2002). Esta proteinase é codificada por uma familia de 10 genes (Sap 1 — 10) que pode ser
dividida em subfamilias baseado em aminoacido com alinhamentos homdélogos (NAGLIK et
al., 2008).

A descoberta de que os genes da familia Sap sdo expressos diferencialmente sob uma
variedade de condicBes ambientais in vitro (HUBE et al., 1994; WRITE & AGABIAN, 1995)
conduziu a proposicdo de que diferentes membros da familia Sap também poderiam ser
diferencialmente expressos in vivo, contribuindo para os diversos tipos de infeccdes por C.

albicans.

A Sap é responsavel pela adesdo, pelo dano tecidual e pela evasdo da resposta imune do
hospedeiro (MOHAN & BALLAL, 2008). Sua atividade proteolitica esta associada a invaséo
de tecido (HUBE & NAGIIK, 2001). Estudos demonstram que as proteinas Sap se localizam
na parede da célula de C. albicans durante o processo de infeccdo. Em vaginites

experimentais em modelos murinos, foi observada a presenca de Sapl a Sap3 na parede da
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levedura durante as fases iniciais de infec¢do, um padréo que pode ser correlacionado com as
Saps visualizadas in vitro (STRINGARO et al., 1999).

2.2.2 Candida spp. e sua relacdo com o cancer orogastrico

Candida albicans é frequentemente encontrada em lesfes de cancer de boca (OLIVEIRA et
al., 1998). Embora ndo haja evidéncias da participacdo de Candida spp. no desenvolvimento
de carcinomas bucais, alguns trabalhos (TILLONEN et al., 1999; MEURMAN & UITTAMO,
2008) mostram que sua presenca aumenta a gravidade das displasias. Segundo Gligorov
(2011) a candidiase orofaringea é a infeccdo flngica mais comum que afeta pacientes
oncologicos. Particularmente, pacientes que receberam tratamento de radioterapia para cancer

de cabeca e pescoco, sao mais suscetiveis a colonizacdo por Candida.

O papel de fungos, principalmente C. albicans frente a neoplasias bucais, em especial, o CCE,
tem sido pouco estudado. A interacdo entre doente e microrganismo comeca, em parte, a ser
melhor compreendida, permanecendo porém, muitas questBes ainda sem resposta, pois

estudos in vitro nem sempre podem traduzir 0 que ocorre in vivo.

A hipétese de que fungos teriam relagdo com cancer de boca devido a formacdo endégena de
nitrosaminas também tem sido aventada. As nitrosaminas ndo sdo reativas e necessitam de
ativacdo enzimatica para formarem intermediarios que se ligam ao DNA, iniciando o processo
carcinogénico. A ativacdo metabdlica de nitrosaminas é catalisada por membros da familia do
Citocromo P450, presentes nas membranas fingicas (PRADO & TAVEIRA, 2003). E
importante lembrar que nitritos estdo disponiveis em excesso na cavidade bucal de fumantes
ou etilistas cronicos, e tendo em vista a producdo destes compostos por microrganismos como
os fungos, Kingnel et al., (2000) estudaram fumantes e etilistas crénicos com céncer inicial,
analisando e caracterizando seus aspectos clinicos bem como identificando os fungos
presentes na cavidade bucal. Neste trabalho foram encontrados, predominantemente,
representantes de C. albicans (21%), além de outras espécies como C. tropicalis, C.
parasilopsis, Rhodotorula rubra, Trichosporum cutaneum, Criptococcus laurentii e C.
glabrata. Segundo estes autores, considerando-se o alto poder de nitrosacdo dos fungos e as
consequéncias deste fendbmeno na transformagdo maligna de tumores, o papel destes
microrganismos na etiologia do cancer de boca deve ser melhor investigada em conjunto com

outros fatores indutores como o fumo, a bebida alcodlica e as alteragdes da mucosa.
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2.3 Drogas antifungicas e resisténcia

As ultimas décadas tém testemunhado um aumento significativo da resisténcia a agentes
antibacterianos e antifingicos. O desenvolvimento e o aumento associado de infeccOes
fangicas tem intensificado a busca por novas drogas mais seguras e mais eficazes no combate
as infecgbes fungicas graves (MAHMOUD, 1999).

O caréter eucariota, comum entre 0s organismos do Reino Fungi e a célula do hospedeiro e
suas similaridades bioquimicas e fisioldgicas, limitam, em muito, o arsenal terapéutico
antifangico disponivel (ALVES et al., 1997). Este fato é o responsavel pela dificuldade em se
encontrar compostos que possam exibir seletividade suficiente para 0 uso nas micoses
humanas profundas, cujo tratamento, na maior parte das vezes, exige administracao sistémica

de agentes antifingicos.

Contrapondo-se a grande diversidade dos agentes antibacterianos disponiveis, os antifingicos
existem em um numero limitado. As principais familias de antifungicos existentes
compreendiam os poliénicos, os azolicos, tiocarbamatos, alilaminas, derivados morfolinicos e
uma miscelanea de outros agentes que incluem a 5-fluorocitosina (flucitosina) e a
griseofulvina, entre outros (ALVES et al., 1997). Atualmente, quatro classes de drogas estdo
disponiveis para tratar infec¢Bes fungicas invasivas: poliénicos, triazolicos, equinocandinas e
analogo de nucleosideos. As equinocandinas correspondem a uma nova classe de drogas e 0s
triazélicos sdo novos derivados azollicos que compreendem o posaconazol, ravuconazol e
voriconazol, de uso ja autorizados em muitos paises, e outros ainda em fase de testes, como o
isavuconazol e albaconazol (CHAKRABARTI et al., 2009; PAPPAS et al., 2004).

A diretriz de 2004 da Sociedade Americana de Doencas Infecciosas recomenda o tratamento
com caspofungina e fluconazol para pacientes ndo expostos previamente a azois, anfotericina
B, ou fluconazol. A terapia de combinacdo da anfotericina B com fluconazol é recomendada
para o tratamento inicial da candidemia crénica. A 5-fluorocitosina, associada com qualquer
uma dessas duas drogas também pode ser recomendada (PAPPAS et al., 2004). Os
antifungicos mais relevantes, disponiveis comercialmente, ttm mecanismos de acéo similares,

sendo os principais alvos os esterdis da membrana fangica (ESPINEL-INGROFF, 2009).
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A descoberta da atividade antifingica dos compostos azolicos representou um importante
passo no desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra micoses (CANDIDO et al.,
1999). Sendo assim, tornou-se necessario a realizacdo de testes de susceptibilidade in vitro
que possam servir como um guia na selecdo e controle da terapia antifungica (COLOMBO et
al., 2002).

2.3.1 Poliénicos

A anfotericina B é um antimicrobiano produzido pelo Streptomyces nodosus, formado por
atomos de carbono com dupla ligacdo. Esta droga interage, sobretudo com o ergosterol da
membrana plasmatica fungica, alterando a permeabilidade seletiva desta membrana, por
originar poros permeaveis a saida de agua e de pequenas moléculas essenciais a sobrevivéncia
do microrganismo, especialmente ions de potassio, amonio, fosfato, acucares, éteres, fosfatos,
nucleotideos e proteinas. Em consequéncia do desequilibrio da permeabilidade da membrana
ocorre uma desorganizacdo metabdlica e consequente morte celular (MOEN et al., 2009;
LANCE et al., 1995; DOMER & LEHRER, 1993). Anfotericina B mostra boa atividade in
vitro contra um amplo espectro de fungos, clinicamente importantes, incluindo a maioria das

espécies de Candida, Aspergillus spp. e outros fungos filamentosos como Zigomicetos.

Anfotericina B Liposomal é uma formulacdo lipideo associado que tem se mostrado efetiva
no tratamento de candidiases, aspergiloses, fusarioses e zigomicoses em varios modelos
animais (MOEN et al., 2009).

Apesar da recente introducdo de derivados azdlicos de baixa toxicidade e acdo antifingica
sistémica, a anfotericina B permanece sendo a droga de escolha contra as micoses
disseminadas graves, especialmente no hospedeiro imunocomprometido (BAGINSKI et al.,
2005; LANCE et al.,1995; TAVARES, 1993).

Em se tratando de pacientes com infeccOes invasivas, as drogas que vem demonstrando
eficacia continuam sendo a anfotericina B, e entre os azolicos, o fluconazol e, mais
recentemente a caspofungina e os azolicos de nova geracdo que sdo voriconazol, posaconazol
e ravuconazol (PARAKH et al., 2008; CHAKRABARTI et al., 2009).
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A resisténcia aos poliénicos pode se desenvolver durante a terapéutica com essas drogas.
Entretanto, pelas dificuldades técnicas na realizacdo dos testes de susceptibilidade, os relatos
ndo sdo numerosos, embora, crescentes. Segundo Alves e colaboradores (1997), 0 maior
numero de publicacdes evidenciando o fenémeno da resisténcia de fungos aos poliénicos

refere-se ao género Candida, sendo as espécies nao-albicans as mais envolvidas.

Segundo ANDREU e colaboradores (2001), a nistatina € um dos principais agentes
antifangicos utilizados no tratamento tépico da candidiase vaginal e €, talvez, a droga mais
utilizada em Cuba. Entretanto, os frequentes relatos de candidiase vaginal recorrente tém
sugerido o surgimento de cepas com sensibilidade reduzida ou resisténcia a nistatina
(SUAREZ & ANDREU, 2003). Opcdes terapéuticas tem sido o uso topico dos azélicos
cetoconazol, miconazol e clotrimazol, que tém se mostrado mais eficazes que a nistatina,
aliviando os sintomas em 80 a 90% das pacientes. No que se refere aos efeitos colaterais, ndo
foram encontrados em nenhum dos dois grupos, sendo que todos foram bem tolerados pelas
pacientes (TOPETE & VALENCIA, 2004).

Para o tratamento de candidiase mucocutanea utiliza-se nistatina topica, pois esse
antimicotico ndo é absorvido por via oral e, se usado por via intravenosa ou intramuscular é
altamente toxico, sendo capaz de causar hemdlise, necrose e abscessos frios nos locais de
injecdo. Segundo TAVARES (1993), isto se deve a ligacdo da nistatina aos esterdis das

membranas celulares das hemaécias e células tissulares, causando sua destrui¢ao.

Os principais mecanismos sugeridos para explicar o desenvolvimento da resisténcia aos
poliénicos sdo: alteracBes na composi¢do dos esterdis das membranas, com diminui¢do ou
auséncia do ergosterol ou a formacdo de ester6is modificados, com menor afinidade pelos
polienos e o aumento da atividade da enzima catalase no interior da célula fungica, impedindo
a formacao de radicais livres responsaveis pela formacao do “poro” na membrana fingica

(TAVARES, 1993; ALVES et al., 1997).

2.3.2 Azolicos
Os derivados azdélicos sdo compostos sintéticos que vém crescendo e se tornando uma

alternativa promissora ao uso da anfotericina B, uma vez que se apresentam com uma menor
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toxicidade além de exibirem amplo espectro de acdo e melhores propriedades
farmacocinéticas (LYMAN & WALSH, 1992). As novas geracOes de azélicos, os triazolicos,
tém expandido a atividade antifungica contra um grande nimero de fungos, incluindo as
leveduras do género Candida. Estes novos azélicos incluem voriconazol, posaconazol e
ravuconazol. Outros ainda em fase de testes incluem o isavuconazol e albaconazol
(CHAKRABARTI et al., 2009).

A estrutura quimica dos azois compreende, basicamente, um ou mais anéis de cinco atomos
de carbono (anel azolico), unido(s) ao restante da molécula por ligagcdes do tipo C-N. Os
imidazdlicos contém dois atomos de nitrogénio no anel azélico, enquanto que, para 0s
triazélicos, um terceiro atomo de nitrogénio foi introduzido ao anel (GRUPTA et al., 1994).
Embora haja diferencas estruturais nas diversas drogas que complem este grupo,
provavelmente elas compartilham um mesmo mecanismo de acdo (LYMAN &
WALSH,1992).

O mecanismo de acao primario dos derivados azolicos envolve a inibicdo da biossintese do
ergosterol, que € o produto final da via metabdlica de esterdis fungicos. Isto ocorre através da
inibicdo da enzima 14a-demetilase, dependente do citocromo P-450, que participa da
sequéncia de eventos envolvida na conversao de lanosterol a ergosterol. Esta inibicao resulta
no acumulo de uma série de precursores metilados, incluindo o lanosterol e diminuigdo, ou
mesmo auséncia do produto final da via biossintética. Em seguida, a substituicdo do
ergosterol pelos precursores metilados determina a formacdo de membranas defectivas, com
permeabilidade alterada, prejudicando varias de suas fungdes tais como, transporte de
nutrientes e sintese de quitina (CHAKRABARTI et al., 2009; SHEEHAN et al., 1999;
ESPINEL-INGROFF & PFALLER, 1995). Este mecanismo de acdo, fundamentado na
inibicdo enzimatica, é responsavel pela atividade fungistatica dos derivados azolicos (LEES et
al., 1990).

Os azdlicos sdo efetivos através da administragdo oral e sdo geralmente menos toxicos que o
complexo anfotericina B-desoxicolato (DOMER & LEHRER, 1993). Os triazélicos,
fluconazol e itraconazol, de administracdo oral ou intravenosa, s&o comumente utilizados no
tratamento das micoses. Esses farmacos séo utilizados na profilaxia de pacientes com risco de

desenvolverem infeccBes fungicas, pois sdo menos toxicos do que os poliénicos.
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A anfotericina B, uma droga poliénica, tem sido considerada o padrdo "ouro™ para o
tratamento de infecges fangicas, mas sua toxicidade limita seu uso. Com a introdugdo dos
antifngicos azélicos, especialmente o fluconazol e itraconazol, que possuem boa absor¢édo
oral e baixa incidéncia de efeitos colaterais, uma nova era no tratamento das infeccGes
fangicas se iniciou. Seu espectro de acdo inclui leveduras e fungos dimérficos (ZARDO &
MEZZARI, 2004).

O tratamento das candidiases sistémicas geralmente consiste em primeiro controlar as
condicBes subjacentes béasicas do paciente (ex.: neutropenia ou leucemia), seguida da
administragdo de um antifungico (MURPHY et al., 1993). Para o tratamento de candidiase
bucal e esofagica em pacientes com AIDS, na Unganda, foram feitos testes com miconazol,
gue se mostrou mais efetivo que a nistatina para o tratamento de candidiase esofagica
(RAVERA, 1999).

Segundo SHEEHAN (1999), o controle de infec¢bes graves causadas por Candida spp. tem
sido um problema devido ao aumento da incidéncia de espécies ndo-albicans e a emergéncia
de microrganismos resistentes a anfotericina B e fluconazol. No entanto o fluconazol e o
itraconazol continuam com boa atividade contra muitas espécies do género Candida, sendo
satisfatoriamente indicados para o tratamento de infec¢des flngicas locais e sistémicas
(NENOFF et al., 1999; MAHMOUD et al., 1999). Este antifingico também tem sido
recomendado para o tratamento de pacientes neutropénicos e com candidiase mucocutanea,
particularmente em pacientes infectados com virus HIV (SOBEL et al., 2001; SHEEHAN et
al., 1999). O fluconazol € facilmente solivel em &gua, o que permite sua administracdo por
via oral e parenteral. Essa droga € muito pouco metabolizada, eliminando-se
predominantemente por via renal como droga inalterada, o que exige o ajuste da dosagem em

pacientes com insuficiéncia renal (TAVARES, 1993).

O voriconazol é um derivado do fluconazol, que recebeu um grupo de a-metil e uma
substituicdo do anel de fluoropirimidina por um do grupo azol, ampliando a atividade
fungicida do composto original contra muitos fungos (ALMIRANTE & RODRIGUEZ,
2007). Administrado por via oral e com um estdmago vazio, a droga é rapidamente e quase
completamente absorvida, mas na presenca de algum alimento ocorre um baixa de sua
viabilidade e demora na absor¢do. Segundo Chakrabarti e colaboradores, 2009, esta droga

também tem sido usada em criangas com infec¢des fungicas invasivas causadas por Candida.
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Outro azdlico, o posaconazol, foi aprovado pelo FDA (United States Food and Drug
Administration) em 2006 para a profilaxia de infecgdes invasivas causadas por Aspergillus e
Candida em pacientes transplantadas, naqueles com leucemia, e em neutropénicos devido a
quimioterapia prolongada. Posaconazol € estruturalmente semelhante ao itraconazol e tem um
amplo espectro de atividade in vitro contra um grande ndmero de leveduras, fungos
filamentosos, e, especialmente 0s Zigomicetos para 0s quais opgdes de tratamento s&o
limitadas (CHAKRABARTI et al., 2009). Diferentemente do voriconazol, esta droga é melhor
absorvida quando administrado juntamente com alimentos. O posaconazol tem se mostrado
efetivo no tratamento de aspergiloses pulmonar, cerebral, e disseminada em varios modelos
experimentais in vivo (IMAI et al., 2004; KIRKPATRICK et al., 2000). Estudos comparativos
randomizados da eficicia e seguranca do posaconazol em adultos infectados com HIV com
candidiase orofarigea mostraram que esta droga é tdo efetiva quanto o fluconazol
(CHAKRABARTI et al., 2009). Uma taxa de 40-80% de resposta foi encontrada em pacientes
com uma grande variedade de infeccbes invasivas inclusive criptococoses, candidiases,
feohifomicose, aspergilose e fusariose (WALSH et al., 2002; GREENBERG et al., 2006;
RAAD et al., 2006). Os dados de eficacia tém sido encontrados em jovens e adultos, mas nao

h& nenhum dado disponivel com relacdo a seguranca e eficacia de posaconazol em neonatos.

Ravuconazol é outro derivado do fluconazol com potente atividade contra espécies de
Candida, Aspergillus spp., Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum e
Coccidioides immitis in vitro. Entretanto, apresenta menor atividade contra Fusarium e
Scedosporium quando comparado ao voriconazol. Além disso, também ja foi observada
resisténcia cruzada entre fluconazol e ravuconazol em amostras de C. glabrata e outras
Candida spp. (PFALLER et al., 2004). A droga ndo tem apresentado nenhuma atividade
contra Rhizopus spp. e espécies de Mucor. A seguranca e tolerabilidade de ravuconazol em
adultos sdo semelhantes aquelas observadas para fluconazol, embora ndo haja, ainda, dados

disponiveis para uso terapéutico em criancas (CHAKRABARTI et al., 2009).

BAL-8557 (sulfato de isavuconazonium) é uma nova droga, sollvel em &gua, obtida a partir
da clivagem de BAL-4815 (isavuconazol) (STEINBACH et al., 2005; SCHMITT-
HOFFMANN et al., 2006; MOUTON et al., 2005). Varios estudos clinicos randomizados
estdo avaliando a seguranca e eficacia desta droga para o tratamento de infec¢Ges invasivas
causadas por Candida (PFALLER et al., 2004). Triazolicos adicionais, tais como Sao

albaconazol estdo sendo submetidos a avaliacdo clinica inicial. Para todos os triazolicos,
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existe uma preocupagdo com o surgimento cada vez maior de fungos resistentes o que

comprometeria o futuro da utilizacdo destes novos compostos (CHAKRABARTI et al., 2009).

A administracdo profilatica de agentes antifingicos sistémicos, usualmente fluconazol, é
utilizada somente em pacientes considerados com alto risco de adquirir candidiase. Contudo,
a profilaxia ndo € rotineiramente recomendada porque outras espécies de Candida, bem como
C. albicans tém demonstrado resisténcia a este antifangico in vivo e in vitro. (SHEEHAN et
al., 1999). Contudo, a resisténcia adquirida para fluconazol observado para cepas de C.
albicans isoladas nos ultimos anos é atribuida a profilaxia em longo prazo com a droga
particularmente em pacientes de AIDS (COMERT et al., 2006).

Algumas revisdes tém enfocado a resisténcia de Candida spp. aos azélicos e a maioria tem
colocado o fluconazol em primeiro lugar por ser esta a droga mais extensamente usada
(BORMAN et al., 2008; PFALLER et al., 2007, MAHMOUD et al.,1999). Candida spp.
resistente aos azolicos in vitro tém sido mais encontradas em pacientes com AIDS devido a
faléncia do tratamento clinico nesta populacao de pacientes. Espécies ndo-albicans resistentes
ao fluconazol incluem C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr e C. krusei.
Tipicamente estas espécies tém sido isoladas de pacientes que tem recidivas por causa da
terapia com azolico e usualmente os altos valores de CIM tém sido associados com falhas
clinicas. Muitos dos casos de resisténcia aos azélicos em pacientes ndo infectados com HIV
estdo associados as espécies ndo-albicans tais com C. krusei, que sdo, intrinsecamente,
resistentes ao fluconazol. Para C. albicans a resisténcia tem sido descrita raramente em
pacientes ndo-HIV positivos. Segundo SHEEHAN e colaboradores (1999) dois pacientes com
leucemia desenvolveram fungemia por C. albicans com resisténcia ao fluconazol e
anfotericina B ap0s, aproximadamente, duas semanas de tratamento profilatico com

fluconazol.

Adicionalmente, estudos tém mostrado que espécies de Candida ndo-albicans, especialmente
C. glabrata e C. krusei estdo mais ligadas a resisténcia ao fluconazol. Ha dados, in vitro,
demonstrando que cepas de Candida resistentes ao fluconazol sdo mais aderentes a superficie
mucosa fator que, contudo favorece a manifestacdo da doenca (KRCMERY et al., 2002).
Segundo LAVERDIERE e colaboradores (2002), as espécies de Candida resistentes ao
fluconazol sdo frequentemente mais suscetiveis aos agentes antifingicos mais novos

incluindo os voriconazol e caspofungina.
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O perfil de resisténcia aos azolicos traz como consequéncia, na pratica clinica, a necessidade
da identificacdo da espécie de Candida antes do inicio da terapéutica antiflngica, pois o
fluconazol é contra-indicado para o tratamento de C. krusei e C. glabrata, resistentes a este
azolico (ALVES, 1997; HOBAN et al., 2006).

Tem sido observado, com maior frequéncia, o isolamento de cepas de leveduras com
suscetibilidade diminuida ou resistente aos antifungicos. Esta resisténcia pode ser clinica ou in
vitro. A primeira pode ser consequéncia do baixo nivel do farmaco no tecido e no sangue,
devido a interacdo entre os farmacos ou & imunodepressdo do paciente. E consenso que a
resisténcia ao farmaco depende da interacdo entre o hospedeiro, o farmaco e o fungo, porém
os fatores do paciente sdo 0s mais importantes para o surgimento da resisténcia (ZARDO &
MEZZARI, 2004).

2.3.3 Flucitosina

Quando usado em combinacdo com anfotericina B, 5-fluorocitosina pode ter utilidade no
tratamento de meningite por Candida (DOMER & LEHRER, 1993). Este agente é convertido
pela deaminacéo e fosforilagdo para acido 5-fluorodeoxiuridilico, um inibidor competitivo da
timidilato sintetase e é também incorporado extensivamente dentro do RNA fungico.

Resisténcia primaria de C. albicans para este agente € comum.

O rapido desenvolvimento de resisténcia pelos organismos tem sido um problema com
flucitosina e essa droga é geralmente ineficiente para terapia prolongada quando usada
isoladamente. A elevada incidéncia de resisténcia natural e adquirida justifica a terapéutica
combinada de flucitosina com outros antifungicos como a anfotericina B. A resisténcia é uma
das principais causas de falhas terapéuticas e se manifesta em percentuais muito elevados
(ALVES et al., 1997; VANDEN BOSSCHE et al., 1998).

2.3.4 Alilaminas

A terbinafina é um agente antifingico sintético do grupo das alilaminas com potente atividade
in vitro contra um grande nimero de fungos filamentosos e dimorficos e algumas leveduras.
Ao contrario dos azolicos, que sdo primariamente fungistaticos, a terbinafina tem seu

mecanismo de acdo explicado pela capacidade de inibir a esqualeno epoxidase, levando a um
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efeito fingicida causado pela acumulagdo de esqualeno na célula fangica. Estudos anteriores
indicaram que a terbinafina seria uma droga de pouca atividade contra C. albicans. Em
contraste, estudos clinicos demonstraram ser essa droga ativa em candidiases cutaneas e
onicomicoses causadas por leveduras do género Candida (OZCAN et al., 2009; RYDER et
al., 1998; EVANS 1997).

Segundo Ozcan e colaboradores (2009), em seu trabalho para verificar o uso tdpico da
terbinafina em gel e o seu efeito sobre amostras de Candida e outros fungos filamentosos,
verificaram que esta droga pode ser sugerida como sistema de terapia topica promissora para

o tratamento de infeccbes flngicas por estes microrganismos.

Em estudos para a determinacdo da susceptibilidade in vitro, terbinafina apresentou uma CIM
de 1ug/ml para uma amostra de referéncia de C. albicans e foi altamente efetiva contra C.
parapsilosis. Essa droga demonstrou potencial de atividade contra C. dubliniensis, C.
guilliermondii, C. humicola e C. lusitanae. Por outro lado, a terbinafina ndo apresentou
atividade contra C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis (RYDER et al., 1998). Em adicéo,
terbinafina apresenta sinergismo quando associada ao fluconazol contra C. albicans
multiresistente a varias drogas. Resultados de testes de susceptibilidade in vitro sugerem que
esta droga possui potencial, quando usada isoladamente ou combinada com outras drogas
comumente usadas como o fluconazol, para tratamento de uma gama de infecgdes graves,
causadas por varios agentes fungicos (RYDER, 1999; JESSUP et al., 2000).

2.3.5 Equinocandinas

Caspofungina pertencente a uma nova classe de antifungicos, a “equinocandina” ¢ uma droga
recente. A absorcao oral da caspofungina é baixa (<0.2%) sendo entdo administrada de forma
intravenosa. Esta droga é distribuida rapidamente nas células vermelhas do sangue.
Caspofungina é metabolizada no figado através de sua hidrolise. O metabolismo nédo é
dependente das fungdes renais ou hepéticas e o sistema enzimatico do citocromo P450 ndo
estd envolvido (PARAKH et al., 2008).

A caspofungina (acetato de caspofungina) inibe a sintese da B (1, 3) D-glucana sintetase,
impedindo a formacdo de polimeros de glucana, um componente essencial da parede de

muitos fungos filamentosos e leveduriformes. A caspofungina apresenta atividade fungicida
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contra uma grande variedade de patogenos, incluindo Candida spp., Aspergillus spp. e
Histoplasma spp. E ativa contra isolados de C. albicans, tanto resistentes quanto sensiveis ao
fluconazol (BOANG, 2001). Keating & Jarvis (2001) observaram que a caspofungina foi
efetiva no tratamento de pacientes com candidiase orofaringea e esofagiana, se caracterizando

como uma droga com grande potencial para o tratamento destas infeccdes.

Caspofungina é uma nova droga antifingica de importante significado para uso intravenoso
sendo comparavel a outros agentes antifingicos como anfotericina B e fluconazol na terapia
empirica de pacientes neutropénicos com candidiases orofarigeal/esofageal e aspergilose
invasiva. Devido a sua menor toxicidade e excelente perfil de tolerancia, a caspofungina tem
sido uma boa opcdo de tratamento para pacientes imunocomprometidos (PARAKH et al.,
2008).

Segundo Schilling e colaboradores (2008), casos de osteomielite vertebral causado por C.
krusei tém sido tratados com posaconazol oral em combinagdo com caspofungina intravenosa.

Esta terapia antifungica combinada resultou em resposta satisfatoria.

A anfotericina B era a droga de escolha para tratar candidiase invasiva em pacientes
neutropénicos. Por causa de sua nefrotoxicidade, tem sido substituida por antifingicos mais
novos como o voriconazol, equinocandina para o tratamento de infeccdes invasivas por
Candida, particularmente, em pacientes ja tratados com drogas nefrotdxicas (FLCKIGER et
al., 2006).

Micafungina, como outras equinocandinas, inibe a sintese de 1,3-p-D-glucano em células
fangicas e, como resultado, as células sdo incapazes de manter a sua forma, rigidez e
resisténcia a pressdo osmotica, com posterior lise. Micafungina apresenta boa atividade
fungicida ou fungistética, in vitro, contra um grande nimero de Candida spp. particularmente
contra C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis e C. kerfyr (CROSS & SCOTT, 2008).

A absorcdo oral de micafungina € pequena por causa de seu alto peso molecular, entdo, so
esta disponivel para administragdo intravenosa. Micafungina é metabolizado no figado pela
arilsulfatase, catecol-Omethiltransferase e isoenzimas do citocromo P450 (CYP),
particularmente por CYP1A2, CYP2B6, CYP2C e CYP3A. A principal via de eliminagdo da
micafungina é a excrecdo fecal (PFALLER et al., 2008; DANNAOUI et al., 2007).
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Segundo Cross & Scott (2008), a micafungina vem emergindo como alternativa para o
tratamento de adultos com candidiase esofageal invasiva, apresentando muito boa atividade

como agente profilatico contra as infec¢es por Candida em pacientes transplantados.

Aminocandina (HMR3270) é uma droga semi-sintética, produto da fermentacdo do
Aspergillus, com uma estrutura semelhante a de outros membros da classe equinocandina.
Aminocandina tem demonstrado potente atividade contra Candida e Aspergillus spp.
incluindo cepas resistentes ao itraconazol (KRCMERY & KALAVSKY, 2007).

A resisténcia a equinocandina parece ser um evento raro. Sendo assim, o rapido
desenvolvimento de métodos para detectar resisténcia antifungica entre espécies de Candida
tem sido favorecido substancialmente pela alta frequéncia de infeccdes causadas por esta
levedura, especialmente as formas mucocutaneas (PFALLER et al., 2007; VANDEN
BOSSCHE et al., 1998).

2.4 Resposta imune, cancer e a candidiase

A resposta imune compreende uma Série de acontecimentos desencadeado
em resposta ao reconhecimento de organismos patogénicos ou danos nos tecidos,
envolvendo células e mediadores soluveis, tais como citocinas do sistema imune inata e
adaptativa. O objetivo principal desta resposta inflamatoria é a remocao do agente estranho e
perturbador da homeostase do tecido (MEDZHITOV, 2008). No contexto fisioldgico normal,
apos a reparacao dos tecidos ou da eliminacdo do patdgeno, a inflamacdo é resolvida e o
estado homeostatico é recuperado (LANDSKRON et al, 2014; NORLING & SERHAN,
2010).

O conceito de que a inflamacéo crénica inadequadamente resolvida pode aumentar o risco de
cancer é amplamente aceito (WANLU LU et al, 2013). Vérias patologias podem ilustrar esta
ligagdo, como a endometriose, prostatite cronica, gastrite crénica por Helicobacter pylori,
doencas inflamatorias intestinais (DII), e infeccbes primarias do colo como colangite
esclerosante. A inflamacdo pode aumentar o risco de cancer, proporcionando moléculas
bioativas a partir de células que se infiltram no microambiente tumoral, incluindo citocinas,
fatores de crescimento, quimiocinas que mantém sustentada a taxa proliferativa, sinais de

sobrevivéncia celular evitando apoptose, fatores pro-angiogénicos e enzimas que fazem a
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modificagdo da matriz extracelular, tais como as metaloproteinases que promovem transicdo
epitelial mesenquimal e facilitam outros programas de carcinogénese, como a instabilidade do
genoma, a reprogramacdo do metabolismo energético, e evasdo do sistema imune (WANLU
LU et al, 2013; HANAHAN & WEINBERG, 2011).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, que medeiam a comunicagdo célula-a-
célula. Células imunes e estromais, tais como fibroblastos e as células endoteliais, regulam a
sua sintese e a sua proliferacdo, a sua sobrevivéncia celular, diferenciacdo, activacdo das
células do sistema imune, a migracdo de células e sua morte. Dependendo do microambiente
tumoral, as citocinas podem modular uma resposta antitumoral, mas durante a inflamacéo
crbnica, podem também induzir a transformacéo celular e sua malignidade (LANDSKRON et
al, 2014; ZAMARRON & CHEN, 2011).

O microambiente do tumor é formado por células do estroma, infiltrado de células do sistema
imunes e células do tumor que contém fatores que vao promover a carcinogénese. Muitas
evidéncias apontam o envolvimento de citocinas em eventos que levam a iniciagdo,
promocdo, invasdo e metastases do cancer (LANDSKRON et al, 2014). Em um processo
inflamatorio cronico, as citocinas, tais como TNF-a e IL-6 induzem a geracdo de radicais
livres que podem danificar o DNA, causando mutacdes que levam a iniciacdo do tumor. O
crescimento do tumor é também favorecido por citocinas pro-inflamatérias que estimulam a
proliferacdo de células e reduzem a apoptose, enquanto que citocinas anti-inflamatérios, tais
como IL-10 e TGF-B, contribuem para a evasdo do tumor. As propriedades invasivas do
tumor estdo relacionados a ativagdo do programa de transi¢do epitelial-mesenquimal
desencadeada pela TGF-f e reforgada por citocinas pro-inflamatorias, tais como o TNF-a e
IL-6. Citocinas pro-inflamatérias desempenham também um papel importante na angiogénese
e metéstases. Neste Ultimo, quimiocinas tais como IL-8 tem um papel importante na migragéo
célular para outros tecidos (LANDSKRON et al, 2014).

Embora tenha sido observado que muitas citocinas contribuem para a carcinogénese, seus
papeis pré ou anti-tumorais dependem dos diferentes mediadores inflamatdrios e da fase de
desenvolvimento do tumor. Nesta linha, o papel das citocinas tem sido relatado, como um
marcador de diagnostico para o cancer. A determinacdo dos niveis sericos de citocinas, tais
como IL-6 ou IL-10, pode ser associado a um processo tumorigénico ou como um mal
progndstico (HEIKKILA et al, 2008; LECH-MARANDA et al, 2006).
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A IL-10 é uma citocina multifuncional, que apresenta propriedades imunossupressoras e anti-
angiogénicas. Consequentemente, IL-10 desempenha um papel controverso na carcinogénese
humana, atuando como um fator de promocéo e inibicdo do tumor (MOCELLIN et al, 2005).
A informagdo disponivel sobre a produgdo de IL-10 em tumores humanos, incluindo os
carcinomas do ovario, mama, rim, pulmao e pele, incluindo melanoma, foi anteriormente
relatada. Em carcinogénese coloretal, a IL-10 promove o crescimento do cancer em vez de
inibir, através da sua atividade imunossupressora (STANILOV et al, 2010). Estudos
anteriores sugeriram que o aumento da IL-10 pode controlar os niveis de respostas
inflamatérias e desenvolvimento de céncer e constituem um fator de risco para a
carcinogénese. No entanto, em certos tipos de cancer, baixa expressdo de IL-10 pode

constituir um fator de risco para a doenga ou progressdo da doenca (WANG et al, 2013).

Estudos anteriores in vitro com células humanas e de carcinoma de células escamosas orais
demonstraram que a concentracdo de certas citocinas pro-inflamatérias e pré-angiogénicas,
tais como TNF-a IL-1, IL-6 e IL-8 estdo aumentadas. Existem evidéncias de que estas
citocinas estdo sendo produzidas de modo desregulado em carcinoma de células esquamosas
da orofaringea e que vao ter funcBes no crescimento celular, invasao, interrup¢ao na supressao
tumoral e na resposta imune (SAHEBJAMEE et al, 2008; RHODUS et al, 2005).

A literatura tem evidenciado também que a resposta imune inata e adaptativa estdo envolvidas
e possuem papel importante frente a infeccdes por C. albicans. Trabalhos envolvendo
modelos murinos tém demonstrado que as infeccbes mucocutaneas estdo normalmente
associadas a uma resposta imune celular deficiente. Ja as infeccBes sistémicas estdo mais
relacionadas a uma imunidade inata caracterizada pela deficiéncia na funcdo ou no nimero de
neutrofilos (ASHMAN, 2004). Em infecgdes sistémicas por Candida, no que diz respeito a
imunidade inata, tem sido demonstrada a importancia das células polimorfonucleares na
patogenicidade das candidiases. (CALDERONE et al., 1994, ROMANI et al., 1996).
Segundo Peltroche-Llacsahuanga (2000), o processo de fagocitose exercido pelos neutrofilos
frente a duas espécies de Candida mostrou-se eficiente, evidenciando a importancia dessas
células frente a esse patogeno. Paralelamente, também tem sido demonstrado que individuos
gue apresentam periodos prolongados de neutropenia sdo mais susceptiveis ao surgimento de
candidiase disseminada (KONTOY IANNIS et al., 2000).
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Em infeccdes orais causadas por Candida observa-se uma resposta imune celular deficiente,
como por exemplo, criangas que apresentam aplasia timica (Sindrome DiGeorge), pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia -HIV e individuos submetidos a tratamentos
quimioterapicos e radioterapicos seriam susceptiveis a infec¢des orais por Candida (FARAH
etal., 2001; REGEZI & SCIUBBA, 1999).

Uma resposta fagocitica efetiva depende do balanco entre citocinas inflamatorias e anti-
inflamatdrias produzidas pelos linfocitos T. Estudos utilizando modelos animais infectados
com C. albicans tem evidenciado o papel protetor dos linfocitos T CD4+ produtores de
citocinas tipo 1 frente a essa infeccdo. Por outro lado, ja foi demonstrado um papel supressor
da resposta do hospedeiro por meio de linfocitos T CD4+ produtores de citocinas do tipo 2,
sendo a citocina IL-12 necessaria para a diferenciacdo dos linfocitos Thl. A producdo dessa
citocina pelos neutrofilos estaria associada a uma resposta protetora. Além disso, parece que
IL-12 desempenha um papel efetivo na resposta protetora do individuo susceptivel a
candidiase acentuando o processo de fagocitose de C. albicans pelos neutréfilos (PUCCETTI
et al., 1995; ROMANI et al., 1995; ROMANI et al., 1995; ROMANI et al., 1997;
MENCACCI et al., 1998; PUCCETTI et al., 1994; TONNETTI et al., 1995).

Os neutrofilos sdo considerados as células efetoras primarias para a lise de C. albicans in vivo,
apesar de os macrofagos estarem envolvidos na imunidade celular no controle da infeccéo.
Recentemente verificou-se que os neutrofilos, além de seu papel efetor, desempenham uma
funcdo imunorregularéria no desenvolvimento de respostas Thl, pois se encontram em
namero elevado nos locias de infeccdo por C. albicans e produzem seletivamente citocinas
IL-12 e IL-10, sendo assim, importante na determinacédo do tipo de resposta Th anti Candida
(BLANCO & GARCIA, 2008).

As citocinas tém um papel fundamental na candidiase, ndo apenas como mediadores das
funcgdes efetoras, mas também como moléculas chave na diferenciacdo das subpopulacGes de
linfécitos T que atuam na imunidade protetora contra essa micose. Em modelos experimentais
murinos verificou-se que o desenvolvimento de resposta anti Candida protetoras tipo Thl
requer o efeito conjunto de vérias citocinas, tais como IFN-y, IL-6, TNF-a. e IL-12, em um
contexto de relativa auséncia de citocinas inibitérias Th2 como IL-4 e IL-10 (BLANCO &
GARCIA, 2008).
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Deficiéncia em TNF-a e IL-6 aumenta a susceptibilidade de camundongos a infeccao por C.
albicans. Deficiéncia de IL-12, IL-4 ou IFN-y, apesar de ndo afetar a resisténcia a infeccdes
primarias, tornou-os animais suscetiveis a reinfeccéo. Foi observada producéo reduzida de IL-
4 e IL-10, assim como producdo aumentada de IFN-y e IL-2, em camundongos que resistiam
a infecgdes primérias ou secundarias por C. abicans. Ao contrério, altos niveis de IL-4 e IL-
10 e baixos niveis de citocinas Thl foram detectados em animais que nao resistiam a

infeccdes primarias ou secundarias por esses fungos (BLANCO & GARCIA, 2008).

Em relagdo ao papel da citocina IFN-y, ela é necessaria para a ativacao de células fagocitarias
como 0s macrofagos onde auxilia na inducdo da resposta imune protetora, e favorece o
desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl (SCHALLER et al., 2004; GOZALBO & GIL,
2009). Lin Lin e colaboradores (2009) demonstraram que camundongos selvagens deficientes
em INF-y, mas ndo de IL-17 sdo mais susceptiveis as infec¢bes por Staphylococcus aureus e
C. albicans. Além disso, estes mesmos autores evidenciaram que camundongos vacinados
com a por¢do aminoterminal recombinate extraido da adesina, mais adjuvante AL (OHs)
induziram uma imunidade protetora nos animais associados a mecanismos efetores
dependentes de linfoncitos TCD4+IFN-y+, linfécitos Th-17 e fagocitose funcional. A vacina
foi capaz de ativar linfécitos Thl, Th 17 e Th1/17 induzindo a producdo de citocinas
inflamatdrias capaz de favorecer a morte de ambos os microrganismos, por fagocitose,
também houve um aumento na migracdo de neutrofilos para o tecido. Todos esses fatores

contribuiram para a diminuicdo dos microrganismos.

Por outro lado, no que diz respeito as citocinas reguladoras, trabalhos, na literatura tém
mostrado que IL-10 inibe a sintese de citocinas por mondcitos humanos, suprime a producéao
de citocinas pro-inflamatodria, tais como IL-1 e TNF-a, diminui a atividade fagocitica dos
neutrofilos e, reduz a atividade antiflngica dos mondcitos humanos frente a pseudohifa e
blastoconidio produzidos pela C. albicans (CASSATELLA, 1998; ROILIDES et al., 1998;
FARAH et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

3. 1 Objetivo Geral
Caracterizar as leveduras do género Candida isoladas da mucosa oral de pacientes com cancer
orogéstrico quanto ao perfil de viruléncia e de susceptibilidade aos antifungicos e verificar o

perfil imunoldgico destes individuos.

3.2 Objetivos Especificos
1. Isolar e identificar, por métodos morfofisioldgicos e moleculares, leveduras do género

Candida da mucosa oral de pacientes com cancer orogastrico e de individuos controles.

2. Avaliar os fatores de viruléncia das espécies de leveduras isoladas de mucosa oral de
pacientes com cancer orogastrico, avaliando a producdo das exoenzimas fosfolipase e

proteinase e a capacidade de adesdo destas amostras;

3. Avaliar o perfil de susceptibilidade das espécies de leveduras isoladas da mucosa oral de
pacientes com cancer orogastrico e de individuos controles aos principais antifingicos de

interesse clinico;

4. Avaliar o perfil imunoldégico dos individuos com céncer orogastrico e medir a
concentracdo de citocinas do tipo | e tipo Il no plasma destes pacientes e de individuos do

grupo controle.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Etapa clinica
A etapa clinica teve inicio apds aprovacao do projeto e do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido pelos Comités de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP), da Policlinica Municipal

e do Nucleo de Especialistas em Oncologia (NEO), da cidade de Governador Valadares, MG.

4.1.1 Cuidados com o paciente

Os pacientes convidados a participar da pesquisa, foram informados dos objetivos da pesquisa
e dos métodos de estudo. Ao concordarem em fazer parte da pesquisa eles assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este contato inicial com o paciente se deu
individualmente no consultério odontoldgico do dentista colaborador do projeto e do médico
oncologista do NEO, para que ndo ocorresse nenhum constrangimento. Diante do fato de um
procedimento invasivo como coleta de sangue e do fragmento da lesdo, eles poderiam
apresentar manifestacbes como resisténcia ao procedimento por medo, dor e vertigens o que
implicaria a realizacdo da coleta em um ambiente adequado como o consultério odontoldgico,
pois apresenta uma cadeira reclinavel, dando condicGes para o paciente permanecer deitado.
A coleta de sangue foi realizada por um profissional da area de saude, enfermeiro habilitado
para prestar os primeiros atendimentos, caso 0 paciente apresentasse algum mal estar. Para a
bidpsia os pacientes foram anestesiados e, no caso de sinais de reacdo alérgica o dentista ou o
médico responsavel tiveram autonomia para prestar os devidos atendimentos de urgéncia no
sentido de preservar a vida deste paciente. Apds o efeito do anestésico, o dentista também

podia fazer a prescricdo do medicamento adequado para aliviar um possivel desconforto.

4.1.2 Grupo de estudo

Foram recrutados 108 pacientes com cancer sendo selecionados 59 com céncer orogastrico
(grupo teste) de ambos os sexos, com idade acima dos 20 anos. Foram incluidos neste estudo
pacientes com diagndstico de neoplasia, confirmado por bidpsia, que ainda ndo tinham
iniciado o tratamento quimioterapico e portadores de Candida na mucosa oral. O diagndstico
de céncer oral foi estabelecido a partir de exame clinico realizado pelo dentista

estomatologista colaborador na pesquisa e para os canceres de esdfago a gastrico pelo médico
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gastroenterologista, também colaborador neste trabalho, seguido de bidpsia com confirmacéo
histopatoldgica. Destes foram selecionados somente 0s que apresentavam a levedura na

cavidade oral.

Com relacéo ao grupo controle, foram avaliados 34 individuos sem manifestagdes clinicas de
cancer (controle) também de ambos os sexos, com idade acima dos 20 anos, que nao
apresentavam nenhum outro tipo de lesdo na cavidade oral, possuiam boa higienizacdo, ndo
faziam uso de nenhum antimicrobiano e que consentiram em fazer parte do estudo. Os
individuos do grupo controle sdo profissionais que trabalham na Instituicdo Universidade
Vale do Rio Doce (UNIVALE) e que foram selecionados ap6s avaliagdo do questionério 2

(anexo 2) apresentado ao grupo.

Apos avaliacdo do questionario, sem prejuizo para 0 acompanhamento dos pacientes, ndo
foram incluidos no estudo individuos portadores de alteracGes sistémicas e que tinham feito
uso de antimicrobianos nos trés meses anteriores a data de coleta do material. Os dados dos
individuos foram registrados em uma ficha, conforme modelo, anexo 1, ap6s a avaliacéo

clinica.

4.1.3 Coleta de espécimes clinicos e diagnostico
As coletas foram realizadas na Policlinica Municipal e Nucleo de Especialistas em Oncologia
de Governador Valadares, Minas Gerais, pelo dentista estomatologista e patologista bucal Dr.

Juan Moisés Zonis e a enfermeira responsavel pelo setor.

Os espécimes clinicos para analise microbiolégica foram coletados da cavidade oral, na
mucosa julgal e lingua, utilizando-se swab esterilizado. Os swabs foram introduzidos em
tubos contendo caldo Sabouraud Dextrose com cloranfenicol (0,1 mg/mL) e encaminhados ao
Laboratério de Microbiologia da Univale, sendo incubados a 28°C por 72h para os ensaios

microbioldgicos subsequentes.

Para avaliacdo da citologia como metodo de diagnostico do cancer de boca, cinco amostras
foram coletadas por meio de raspagem da superficie da lesdo, utilizando-se uma escova

(cytobrush). O material foi imediatamente transferido para lamina e fixado em alcool 95%.
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Depois de fixadas, as laminas foram coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina (H&E) e
analisadas por um patologista.

Para confirmacéo do diagnostico clinico foi realizada uma biopsia. Em lesbes de até 1 cm foi
feita bidpsia excisional, enquanto que em lesdes com mais de 1 cm o exame foi incisional
com a escolha da area mais significativa. O fragmento coletado foi fixado em formol
tamponado a 10%. O material foi processado e foram realizados cortes de 5 micra para cada

amostra. As laminas foram coradas com H&E e analisadas por um patologista.

Tanto os fragmentos representativos da lesdo quanto as laminas para citologia foram enviadas
ao laboratorio de Patologia Clinica do Dr. Daniel Alvarenga, colaborador do projeto, para a

realizacdo dos exames histopatolégicos e citologicos.

4.2 Etapa laboratorial

4.2.1 ldentificagéo preliminar de microrganismos

Os tubos contendo caldo Sabouraud Dextrose com cloranfenicol (0,1 mg/mL) foram
incubados a 28°C por 72h. Apos este periodo, os tubos que apresentaram turvagio,
demonstrando crescimento foram semeados em Agar Sabouraud Dextrose (ASD, Difco) para
permitir a visualizacdo das coldnias com caracteristicas macroscopicas compativeis com
aquelas de leveduras do género Candida. As amostras foram submetidas a coloracdo pelo
método de Gram para a visualizacdo preliminar das leveduras. Com base nestes achados,
foram feitos novos repiques em ASD e no meio CRHOMagarCandida das col6nias com
caracteristicas sugestivas das leveduras a serem estudadas, para obtencdo de cultura pura e
subsequente identificacdo, segundo técnicas preconizadas por VAN DER WALT &
YARROW (1984) e KURTZMAN & FELL (1998).

As leveduras foram mantidas em tubos de ensaio, com tampa de rosca, em meio de ASD e

estocadas a 4°C, com repiques trimestrais.

4.2.2 ldentificagdo fenotipica dos isolados
Para identificagdo das leveduras do género Candida foram utilizadas técnicas de estudo

micromorfolégico, bem como moleculares. Em todos os testes realizados, foi utilizado um
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isolado de Candida albicans IC 269, da colecdo do laboratdrio de Micologia do ICB/UFMG,

considerada como controle positivo.

As amostras foram cultivadas em placas de Petri em ASD e, apds o periodo de incubacéo de
48 horas a 35°C, foi realizada a caracterizacdo macroscépica das culturas das amostras orais
de todos os pacientes. As colbnias foram avaliadas quanto a o aspecto e quanto a
pigmentacdo. Para identificacdo especifica presuntiva foram semeadas no meio de
CHROMagarCandida. Coldnias que apresentavam aspectos cor e/ou tonalidades compativeis
com o crescimento da Candida nestes meios foram reisoladas em tubos contendo ASD para
posterior identificacdo especifica por técnicas de estudo micromorfoldégico bem como

moleculares.

4.2.2.1 Microcultivo em lamina

Um bloco de agar fuba acrescido de Tween 80 foi colocado sobre uma lamina de vidro esteril.
Apbs, as leveduras foram semeadas fazendo-se trés estrias centrais no bloco de agar. O
inéculo foi coberto com laminula esterilizada e incubado em placa de Petri esterilizada com
um pedaco de algoddao embebido em &gua, a 28°C, por até, sete dias (LACAZ et al., 2002). A
leitura do crescimento foi feita apds cinco dias de incubacdo para pesquisa da formacdo de

micélio verdadeiro, pseudomicélio e clamidosporo.

4.2.2.2 Prova de resisténcia a temperatura
Todas as leveduras cultivadas em ASD, com 24 a 48 horas de crescimento foram inoculadas
em uma nova placa contendo 0 mesmo meio, e incubadas a temperatura de 42 e 45°C. O

crescimento foi observado ap6s um periodo de 48 horas.

4.2.2.3 Meio de Caldo Sabouraud hipertdnico

Outro teste utilizado na identificacdo presuntiva de C. dubliniensis é o teste de crescimento no
Caldo Sabouraud hiperténico. Alves e colaboradores (2002) relataram a utilizacdo deste teste
baseado na incapacidade dessa espécie de crescer em caldo Sabouraud suplementado com
6,5% de cloreto de sddio e incubados por 96 horas a 35°C. As leveduras que nao crescem sob

esta condicdo sdo consideradas C. dubliniensis. Resumidamente, uma pequena porc¢éo de cada
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cultura de 48h em &gar Sabouraud foi suspensa em agua destilada estéril e, em seguida,
espectrofotometricamente ajustada para produzir uma suspensdo com transmitancia de 85% a
530 nm. Aliquotas de 20uL de cada indculo foram adicionadas a tubos contendo 1mL de
caldo Sabouraud estéril suplementado com 6,5% de cloreto de sddio e, em seguida, foram
incubados por 96h a 35°C. Tubos separados contendo in6culos e caldo Sabouraud padrdo
foram preparados e incubados sob as mesmas condi¢Oes para confirmar a viabilidade de todos
0s organismos testados. As culturas foram entdo examinadas visualmente para a detec¢édo de

crescimento de fungos com intervalos de 24h.

4.2.3 Identificacdo das leveduras por MALDI-TOF MS

A confirmacdo das espécies de Candida pela Matrix - Laser Assistido pela distorcdo de
ionizagdo - Espectrometria de Massa (MALDI-TOF MS) foi realizada utilizando o sistema
VITEK-MS (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franga).

As leveduras foram cultivadas em placas contendo Agar Sabouraud durante 24 h, a 37° C. As
células leveduriformes eram inoculadas uma pequena quantidade de uma Unica coldnia que
foi transferida diretamente do meio de cultura para a ldamina descartavel na posicdo alvo
(bioMérieux, Franga), colocando uma fina camada da amostra. Em seguida, 1 pl de acido
formico a 70% foi adicionado a cada amostra e adicionado 1 pL de o-ciano-4-
hidroxicinamico da solucdo matriz de 4cido na posicdo alvo e deixadas secar ao ar.
Finalmente, o espectro de massa adquirido para cada levedura isoladas foi comparado com a
0s espectros de massa padréo contidos no banco de dados e dada uma pontuacéo de confianga
guanto mais proximo o espectro adquirido combinava com o0s que continham no banco de
dados. As laminas resultantes foram entdo analisados em o instrumento VITEK® MS,
utilizando uma base de dados de analise automatica dos espectros de massa obtidos dentro

software MY LA® (bioMérieux, Franga) para fornecer a identificacdo dos isolados.

4.3 Fatores de Viruléncia
Para a realizacdo dos testes de viruléncia foram utilizadas 62 amostras de Candida spp.
provenientes da cavidade oral de pacientes com cancer oro-gastrico e 21 da mucosa oral dos

individuos pertencentes ao grupo controle.
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4.3.1 Teste de adeséo

As leveduras foram inoculadas em ASD e incubadas a 37°C por 24h. Foi preparada uma
suspensdo de células em tampdo fosfato a uma densidade éptica de 1,5 a 520 nm. Dessa
suspensdo de células, 1 mL foi adicionado a tubos contendo 4 mL de caldo Sabouraud
Dextrose (controle) o que proporcionou uma suspensdo final de 10° a 10" células/mL. Os

tubos foram incubados sob agitagcdo a 37°C por uma hora.

O método preconizado por Kimura e Pearsall (1978) modificado, foi utilizado para a
preparacdo das células epiteliais bucais (CEB) para o teste de adesdo. Células bucais humanas
de adultos jovens saudaveis, ndo portadores de leveduras do género Candida na cavidade oral,
foram coletadas pela manhd, no mesmo horédrio do dia, com o auxilio de dois swabs
esterilizados, e depositados em 10 mL de tampdo fosfato. A suspensdo de CEB foi lavada
quatro vezes em tampdo fosfato esterilizado (3000g por 10 min) para a remocédo de
microrganismos aderidos. As CEB foram entdo diluidas a uma concentracdo de 10°
ceélulas/mL, contadas com o auxilio de uma camara de Neubauer, e utilizadas imediatamente

para o teste de ades&o.

Para o teste de adesdo, 0,5 ml da suspensdo de CEB e 0,5mL da suspensdo de leveduras foram
misturados delicadamente e incubados a 37° C por uma hora. A mistura foi entdo filtrada em
filtro de policarbonato de poros de 12um. Apds a filtagem, este filtrado foi lavado com
100mL de tampéo fosfato para remocao de leveduras ndo aderidas. O filtro foi retirado com o
auxilio de uma pin¢a e pressionado contra uma lamina de vidro. Apds 10s, o filtro foi
removido delicadamente, deixando as CEB aderidas a lamina de vidro. A preparacéo foi seca,
fixada pelo calor e corada com cristal violeta. O nimero de leveduras aderidas a 50 CEB foi
quantificado por microscopia Optica. Células dobradas ou sobrepostas foram excluidas. Apds

a contagem foi feita a média e o desvio padrdo das amostras.

Para verificar a capacidade de adeséo das leveduras, foi realizada também uma preparacgéo de
células de quatro pacientes diferente sendo um individuo com cancer e com a presenca de
Candida, outro com cancer e sem Candida, outro sem cancer, porém com Candida e o Gltimo
sem cancer e sem Candida diante de uma Unica espécie de Candida que tinha apresentado os

fatores de viruléncia proteinase e fosfolipase.
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4.3.2 Producéo de Proteinase

Os métodos utilizados para determinar a atividade de proteinase foram preconizados por
Cassone et al., (1987) e De Bernardis et al., (1999). A secrecdo de proteinase foi avaliada em
meio sélido contendo 11,79 de Yeast Carbon Base (YCB, Difco), 1,0g de extrato de levedura,
e 2,0g de albumina de soro bovino (ASB) em 100mL de &gua. O pH foi ajustado para 5,0, o
meio foi esterilizado por filtracdo e adicionado a uma solugdo de &gar esterilizada em
autoclave (18g de agar em 900mL de agua destilada). O in6culo consistiu de 10ul de uma
suspensdo de 10° células/mL depositados sobre o &gar. As placas foram incubadas por sete
dias a 28°C e a proteolise da ASB foi visualizada como um halo transparente apds a coloragéo
com negro de amido (negro de amido, 1g, &cido acético glacial, 199mL, agua destilada,
100mL). A atividade de proteinase foi classificada como negativa, quando ndo havia
clarificacdo visivel, 1+, quando a protedlise ao redor da col6nia era de 1 a 2 mm e 2+, quando
a descoloracdo do &gar chegava a exceder 3-5mm ao redor da coldnia. Cada isolado foi

testado em duplicata.

4.3.3 Producao de Fosfolipase

O teste para verificacdo da producdo de fosfolipase foi realizado segundo o método descrito
por Polak (1992) com algumas modificacBGes. Para a deteccdo foi preparado um meio base
contendo: 20 g de glicose, 10 g de peptona, 5 g de extrato de levedura, 58,5 g de cloreto de
sodio, 0,55 g de cloreto de calcio e 20 g de agar em 840 mL de &gua destilada. O meio foi
autoclavado e, ap6s o resfriamento até 40° C, foram adicionados 160 mL de uma emulsdo de
gema de ovo (50% gema de ovo, 50% solucéo salina). O indculo consistiu de 10 uL de uma
suspensdo 10° células/mL depositada sobre este meio. As placas foram incubadas a 37° C por
quatro dias. A atividade de fosfolipase (Pz) foi calculada como a razdo entre o diametro da
coldnia e o didametro da colénia mais a zona de precipitacdo, de acordo com Priceet et al.
(1982). Quando Pz = 1, a amostra é negativa para a producdo de fosfolipase. Se Pz< 1, a
amostra € considerada positiva (P) e se Pz< 0,63 a amostra é considerada fortemente positiva

(FP). Cada isolado foi testado em duplicata.
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4.4 Perfil de susceptibilidade as drogas antifingicas

A concentrac¢do inibitoria minima (CIM) das drogas antifingicas foi determinada por meio da
técnica de microdiluigdo em meio liquido, proposta pelo “Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008), documento M27-A3. Nestes ensaios foram testados os antifingicos,
anfotericina B, voriconazol, isoconazol, cetoconazol e fluconazol. Para o preparo da solucdo
estoque foram pesados 10 mg de cada droga. As solugbes estoques de cada droga
apresentaram as seguintes concentrac6es: anfotericina B, 625ug/mL; fluconazol, voriconazol,
isoconazol e cetoconazol, 1250ug/mL. A anfoterician B foi solubilizada em dimetil sulféxido
(DMSO0), na concentracdo de 1% do volume da solugcdo mae. Para as demais drogas ndo foi
necessario a utilizacdo do solvente pois as mesmas sdo sollveis em &gua. Todas as drogas
foram preparadas no momento do teste. A partir destas solucbes foram feitas as diluices
seriadas em meio sintético RPMI 1640 tamponado (pH 6,9) com tampdo MOPS (&cido
morfolinopropanosulfénico). As concentragdes testadas correspondem a uma faixa de
intervalo referida na literatura como padréo de susceptibilidade de Candida. Para anfotericina
B e fluconazol as concentracGes testadas foram de 0,0312 a 64 upg/mL. Para a técnica de
microdiluicdo foram utilizadas placas de poliestireno com 96 pocos de fundo chato, com
tampa. Em cada poco foram dispensados 100 uL de cada concentracdo da droga antifingica.
Cada placa foi utilizada para uma droga e as concentracGes foram distribuidas em ordem

decrescente. As amostras foram testadas em duplicata.

Para padronizacdo do indculo das células de leveduras foi empregado o método
espectrofotométrico proposto por Pfaller et al., (1988). As leveduras foram cultivadas em
tubos contendo ASD e incubadas a 35°C durante 24 horas. A massa de células obtida foi
recolhida assepticamente e ressuspensa em tubos contendo 5 mL de salina esterilizada a
0,85%. Apds homogeneizacdo em vortex, a transmitancia foi medida em fotocolorimetro a
520 nm, sendo ajustada para 75 a 77%. Para facilitar a padronizagdo do inéculo, ap6s a leitura

da transmitancia foi utilizado o cartdo de Wickerham correspondendo ao padrédo 1+.

Para cada amostra foram preparados os indculos, segundo técnica descrita previamente. Foi
feita uma diluicdo a partir do indculo inicial denominada “highest test inoculum”
correspondendo a uma diluicdo de 1:50. A diluicdo foi feita em meio RPMI com MOPS
segundo descrito por Espinel-Ingroff et al., (1992). O indculo do teste correspondeu a uma
concentracdo celular na ordem de 10* UFC/mL. A cada diluicdo da droga previamente
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distribuida em cada orificio da placa foi adicionado 100 pL do indculo, perfazendo um
volume final de 200 uL. As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas e a leitura foi feita
apos 24 e 48 horas de incubacédo. A leitura foi baseada em escala de turvacéo visual de um
tubo controle representado por: 0 (totalmente claro); 1(levemente turvo); 2 (turbidez
intermediaria) referente a 80% da reducdo do crescimento; 3 (turbidez proeminente) e 4
(totalmente turvo). A CIM de azo6is foi traduzida pela concentragdo na qual ocorreu
aproximadamente 80% de reducdo no crescimento, enquanto para a anfotericina B, a CIM foi
aquela que apresentou completa auséncia de crescimento (PFALLER & BARRY, 1994). Os
resultados definitivos dos valores da CIM correspondem a leitura de 48 horas segundo técnica

anteriormente descrita.

4.5 Caracterizagao das citocinas no soro dos pacientes

Nos ensaios para a caracterizacdo de amostras de soro de individuos saudaveis e pacientes
com cancer orogastrico foram quantificadas as citocinas TNF—a, IFN—y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10 e IL-17. Os niveis dos analitos avaliados foram quantificados utilizando-se o sistema
Cytometric Bead Array (CBA) (BD, Pharmingen, E.U.A.) que emprega uma mistura de
esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com
anticorpos especificos para as analitos de interesse, que sdo detectados nos canais FL3/FLA4.
Essa metodologia permite a avaliacdo simultanea de até vinte analitos em um mesmo ensaio,
empregando-se um pequeno volume de amostra (50 ul). Aliquotas de 25 uL dos padrdes de
citocinas foram submetidos a diluicdo seriada com diluente G (solucdo diluente tamponada),
"Padrédo sem dilui¢do” — 5000 pg/mL, 1:2 — 2500 pg/mL, 1:4 — 1250 pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL,
1:16 — 312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128 — 40 pg/mL e 1:256 — 20
pg/mL e 25 uL de diluente G apenas (controle negativo). As amostras e os padrdes foram
transferidos para tubos de poliestireno de 5 ml. A cada tubo foi adicionado 15 pL da mistura
de esferas de captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas (TNF-ca., IFN-y,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17) mais 18 puL do coquetel de anticorpos monoclonais anti-
citocinas conjugados com ficoeritrina - PE (reagente B) e incubados por 3 horas, a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds a incubacdo, as esferas de captura foram
lavadas com 500 pl da solucdo F (Tampdo fosfato salinico) e centrifugadas a 340 g, por 7
minutos a 18° C. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e os dados imediatamente

adquiridos e analisados no citdmetro de fluxo (FACScalibur, BD, E.U.A.).
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4.6 Analise Estatistica

Para a andlise dos dados gerados pelos experimentos os resultados foram analisados
estatisticamente usando Windows SPSS versdo 11.0. Fazendo a comparacao entre as médias,
foi feita a analise de variancia (one way analysis of variance), utilizando-se do processo de
Diferenca Minima Significativa (DMS) e Teste t- Student para avaliar a diferenca estatistica
entre as leveduras isoladas do grupo controle e dos individuos com cancer oro gastrico quanto
a producao dos fatores de viruléncia. Kruskal-Wallis para avaliar o perfil de resposta imune
através da avaliacdo das médias entre os valores obtidos para as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IFN-y, TNF-a e IL-17. Os valores de P menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os calculos foram realizados utilizando-se o programa
EPISTAT (T.L. Gustafson, Round Rock, USA). Para todos os métodos realizados neste

trabalho, foram utilizados experimentos em triplicata.
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5 RESULTADOS

5.1 Diagnéstico do cancer

O teste histologico considerado “padrdo ouro” para o diagnodstico do carcinoma de células
escamosas oral, nos resultados preliminares, para os seis individuos investigados, demonstram
que este método obteve uma sensibilidade de 100%. Tanto o exame histopatologico mais
utilizado para a analise de lesdes suspeitas de malignidade, quanto o exame citopatoldgico,
considerado uma forma de diagndstico alternativo, demonstraram sensibilidade de 100% em

todas as amostras analisadas, conforme demonstrado na Figura 1 e 2.

Figura 1. Revestimento normal a DIREITA e erodido a ESQUERDA, com proliferacdo de células neoplasicas
para baixo da mucosa normal , evidenciando invasdo. Imagens 2 e 3. Cortes histoldgicos contendo células
escamosas soltas, exibindo nicleos pleomorficos, hipercrdmicos e até bizarros, com cromatina irregular e
nucléolos por vezes evidentes. Imagens 4, 5 e 6: Esfregacos contendo células escamosas atipicas soltas, exibindo
nlcleos pleomdrficos e hipercrémicos, com cromatina irregular e nucléolos por vezes evidentes. O citoplasma é
eosinofilico.
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5.2 Grupo de estudo

Para o isolamento das leveduras da mucosa oral dos individuos foi utilizado um swab. Este foi
passado na cavidade oral de 108 individuos com diagnostico confirmado de cancer (grupo
teste) e 34 individuos sem cancer, como grupo controle. Para fazer parte do grupo teste foram
selecionados somente os individuos que apresentaram o cancer oro gastrico sendo um total de
59 pacientes. Desses que faziam parte do grupo de estudo, 50 (85%) apresentaram a levedura
na cavidade oral, sendo que em oito destes pacientes foram isoladas duas espécies distintas de
Candida e em dois foram isoladas trés espécies diferentes somando um total de 62 leveduras
isoladas. Quanto ao grupo controle, dos trinta e quatro individuos coletados, 20 foram
positivos quanto a presenca de Candida (59%), um individuo apresentou duas espécies na
cavidade oral somando 21 isolados (Figura 3). Apos analise estatistica, foi observado que,
guanto a presenca de Candida entre os individuos que fizeram parte do estudo, o valor de

p<0,0239, apresentando assim diferenca estatistica.

85%
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% T 1

CA orogastrico Controle

59%

B CA orogastrico

Controle

Figura 2. Frequéncia de individuos positivos para a presenca de Candida spp. Na cavidade bucal.
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Dos 50 individuos do grupo com céancer orogastrico, tem-se 21 (42%) com cancer de boca, 14
(28%) de esdfago, 2 (4%) de pescogo, 7 (14%) de estbmago e 6 (12%) de laringe como

mostra a Figura 4.

42%

45% A
40% -
35% -
30% -
25% -
20% A
15% A
10% -
5% -
0% T T T T f

CA de Boca CA de CA de CAde CA de
Eso6fago Estébmago Laringe Pescogo

Figura 3. Distribuicéo percentual dos casos de cancer orogétrico por sitio anatdmico. CA = cancer.

5.3 Identificacdo das amostras de Candida

Neste estudo, as amostras de leveduras do género Candida recuperadas da cavidade oral de
pacientes com cancer e de individuos sem cancer (grupo controle) foram identificadas de
acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e moleculares, pela espectrometria
de massa MALDI-TOF. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 3. Nos individuos
com cancer 30 (48,3%) amostras foram identificadas como C. albicans, 6 (9,7%) como C.
tropicalis, 9 (14,5%) como C. glabrata, 4 (6,4%) como C. krusei, 8 (13%) como C.
parapsilosis e 5 (8,1%) como C. lusitaniae. Para o grupo controle 14 (66,7%) foram
identificadas como C. albicans, 5 (23,8%) como C. parapsilosis,1 (4,8%) como C. krusei e 1
(4,8%) como C. glabrata. Para as amostras de C. albicans identificadas, foi observada a
producdo de clamidosporo. Nas amostras de C. tropicalis, foram observados clamidosporos
em forma de “lagrima” (Figuras 6 e 7). A distribui¢do das espécies de Candida esta ilustrada
na Figura 5.
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Figura 4. Distribuicdo percentual das espécies de leveduras do género Candida, isoladas da mucosa oral de

individuos com cancer orogastrico e de individuos do grupo controle identificados por técnicas morfoldgicas,

fisioldgicas e moleculares.

Tabela 3: Distribuicdo das espécies de Candida isoladas dos individuos com cancer

orogastrico e individuos do grupo controle por métodos morfo fisioldgicos e moleculares.

Métodos de identificacdo

Cddigo Microcultivo MALDI-TOF Espécie

YCal C. albicans C. albicans C. albicans
YCa2 C. parapsilosis  C. parapsilosis C. parapsilosis
YCa3 C. parapsilosis  C. parapsilosis C. parapsilosis
YCa4 C. glabrata C.glabrata C.glabrata
YCa5 C. albicans C. albicans C. albicans
YCab C. albicans C. albicans C. albicans
YCa7 C. albicans C. albicans C. albicans
YCa8 C. albicans C. albicans C. albicans
YCa9 C. albicans C. albicans C. albicans
YCal0 C. albicans C. albicans C. albicans
YCall C. albicans C. albicans C. albicans
YCal2 C. albicans C. albicans C. albicans
YCal3 C. albicans C. albicans C. albicans
YCal4 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
YCal5 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis




YCal6
YCal7
YCal8
YCal9
YCa20
YCa2l
YCa22
YCa23
YCaz24
YCa25
YCa26
YCa27
YCa28
YCa29
YCa30
YCa3l
YCa32
YCa33
YCa34
YCa35
YCa36
YCa37
YCa38
YCa39
YCa40
YCa4l
YCa42
YCa43
YCad4
YCa45
YCad6
YCaa7
YCa48
YCa49
YCa50
YCa51

C. tropicalis
C. glabrata
C. albicans
C. glabrata

C. tropicalis
C. glabrata
C. albicans
C. glabrata

C. tropicalis
C. glabrata
C. albicans
C. glabrata

C
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YCa52 C. albicans C. albicans C. albicans
YCa53 C. albicans C. albicans C. albicans
YCa54 C. albicans C. albicans C. albicans
YCa55 C. parapsilosis  C. parapsilosis C. parapsilosis
YCa56 C. lusitaniae C. lusitaniae C. lusitaniae
YCa57 C. glabrata C. glabrata C. glabrata
YCa58 C. albicans C. albicans C. albicans
YCa59 C. lusitaniae C. lusitaniae C. lusitaniae
YCa60 C. albicans C. albicans C. albicans
YCab61 C. albicans C. albicans C. albicans
YCab62 C. albicans C. albicans C. albicans
YCo2 C. albicans C. albicans C. albicans
YCo3 C. parapsilosis  C. parapsilosis C. parapsilosis
YCo4 C. parapsilosis  C. parapsilosis C. parapsilosis
YCo5 C. albicans C. albicans C. albicans
YCo7 C. albicans C. albicans C. albicans
YColl C. albicans C. albicans C. albicans
YCol3 C. albicans C. albicans C. albicans
YCol6 C. glabrata C. glabrata C. glabrata
YCol7 C. parapsilosis  C. parapsilosis C. parapsilosis
YCo9 C. albicans Ndo Amplificado  C. albicans
YCo23 C. parapsilosis  N&o Amplificado  C. parapsilosis
YCo26 C. albicans Ndo Amplificado  C. albicans
YCo28 C. albicans Ndo Amplificado  C. albicans
YCo33 C. parapsilosis  Ndo Amplificado  C. parapsilosis
YCo35 C. albicans Ndo Amplificado  C. albicans
YCo36 C. albicans Ndo Amplificado  C. albicans
YCo37 C. albicans N&o Amplificado  C. albicans
YCo39 C. albicans N&o Amplificado  C. albicans
YCo42a  C. albicans N&o Amplificado  C. albicans
YCo42b  C. krusei N&o Amplificado  C. krusei
YCo43 C. albicans N&o Amplificado  C. albicans

YCa — Leveduras dos pacientes com cancer; YCo — Leveduras grupo controle; a,b e c¢ diferentes amostras do

mesmo paciente.
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Figura 5. Conidiacdo caracteristica de Candida albicans. Formacéao de clamidésporos globosos. Microcultivo em
meio de Agar Fubé a 35°C por 7 dias (400x).

Fjgura 6. Conidiagdo caracteristica de Candida tropicalis. Clamidosporo em forma de lagrima. Microcultivo em
meio de Agar Fuba a 35°C por 7dias (400x).

5.4 Fatores de viruléncia

As amostras de Candida recuperados da cavidade oral dos individuos com cancer foram mais
aderentes as CEBs do que aquelas da cavidade oral de pessoas sem alteracdo da mucosa oral
(p=0,05). A mediana do numero de leveduras aderidas a células epiteliais bucais foi igual a 2
nas amostras oriundas dos pacientes com cancer. Nas amostras Candida obtidas de individuos
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que apresentavam mucosa oral normal (grupo controle) este valor foi de 1. Os valores
minimos foram zero para os dois grupos e 0s valores maximos foram 21 e 18 para grupo com
cancer e controle, respectivamente. O teste estatistico para amostras nao paramétricas

(Wilcoxon Signed Ranks Test) mostrou diferencas entre os dois grupos (p=0,05).

Ao realizar o teste de aderéncia com apenas um isolado, que apresentava os demais fatores de
viruléncia, proteinase e fosfolipase, diante de quatro tipos de células, esta se apresentou com o

mesmo perfil de aderéncia para os quatro tipos de células, sem apresentar diferenca estatistica.

A producéo de fosfolipase foi detectada em 32 amostras de Candida (51,6%) recuperadas da
cavidade oral dos pacientes com cancer e em treze isolados de Candida (61,9%) recuperadas
do grupo controle. A atividade de fosfolipase (Pz) foi calculada como a razao entre o diametro
da col6nia e o diametro da colonia mais a zona de precipitacdo, de acordo com Price et al.
(1982). Quando Pz = 1, a amostra € negativa para a producdo de fosfolipase. Se Pz < 1, a
amostra é considerada positiva (P) e se Pz < 0,63 a amostra € considerada fortemente positiva
(FP). Cada isolado foi testado em duplicata. Os valores de Pz das leveduras obtidas variaram
de 0,8 a 0,35. Trinta e uma (96, 87%) leveduras apresentaram um valor de Pz < 0,63 (super
positivos — SP) e uma amostra apresentou valor de pz > 0,63 (positivos — P). Os valores de Pz
das leveduras do grupo controle variaram de 0,48 a 0,38 (Tabela 4). O teste estatistico
demonstrou que ndo houve diferenga quanto a producdo de fosfolipase entre as amostras do

grupo controle e do grupo com cancer com valor de p<0,489.

Entre as amostras de Candida obtidos da cavidade oral de pacientes com cancer orogastrico,
26 (41,9%) apresentaram producdo de proteinase em meio solido. Destas amostras, 21
(33,8%) foram considerados 2+, super positivo (SP) e cinco (8,1%) foram considerados 1+,
positivo (P) para a produgdo de proteinase em meio solido. Entre as amostras de Candida
obtidos de individuos do grupo controle com a mucosa oral normal, apenas um (4,8%) dos
isolados foi considerado 2+, (Tabela 4). Apenas 11 (17,7%) das leveduras recuperadas do
grupo de pacientes com cancer orogastrico e uma amostra do grupo controle produziram tanto
a fosfolipase como a proteinase. As demais amostras de leveduras, para os dois grupos,
produziram uma ou outra, ou ndo produziram nenhuma destas enzimas (Tabela 4 e Figura 9).
Para a proteinase, 0 teste estatistico mostrou que houve diferenca entre as amostras isoladas

do grupo controle e do grupo com cancer cm valor de p<0,007.



67

Tabela 4: Caracteristicas fisioldgicas das amostras de Candida spp. provenientes de pacientes

com cancer orogastrico e grupo controle

Cddigo Microcultivo 42°C  45°C  Hipertonico  Fosfolipase Proteinase
YCal C. albicans + + P N N
YCa2 C. parapsilosis + - N N N
YCa3 C. parapsilosis + - P SP N
YCa4 C. glabrata + + N SP SP
YCa5 C. albicans + + P N N
YCab C. albicans + + P SP N
YCa7 C. albicans + + P SP N
YCa8 C. albicans + + P SP N
YCa9 C. albicans + + P SP SP
YCal0 C. albicans + + P N N
YCall C. albicans + + P N N
YCal2 C. albicans + + P N N
YCal3 C. albicans + + P SP N
YCald C. albicans + + P SP PO
YCals C. tropicalis + - P SP SP
YCal6 C. albicans + + P N SP
YCal7 C. glabrata - - N SP SP
YCal8 C.albicans + + P P N
YCal9 C. glabrata - - N N P
YCa20 C. albicans + + P SP N
YCa2l C. glabrata - - N N P
YCa22 C. albicans + + P N N
YCa23 C. krusei + - N SP SP
YCa24 C. albicans + + P N N
YCa25 C. tropicalis + + P SP P
YCa26 C. krusei + - N N N
YCa27 C. glabrata - - P N SP
YCa28 C. parapsilosis - - P SP SP
YCa29 C. tropicalis - - P N N
YCa30 C. albicans + + P SP N
YCa3l C. albicans + + P SP SP
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YColl C. albicans + + P SP N
YCol3 C. albicans + - N N N
YCol6 C. glabrata - - P N N
YCol7 C. parapsilosis - - P N N
YCo9 C. albicans + + P SP N
YCo23 C. para - - N N N
YCo26 C. albicans + + N SP N
YCo28 C. albicans + + N SP N
YCo33 C. para - - N N N
YCo35 C. albicans + + N SP N
YCo36 C. albicans + + N SP N
YCo37 C. albicans - - N SP N
YCo39 C. albicans + + N SP SP
YCo42a  C. albicans + + N SP N
YCo42b  C. krusei - - N N N
YCo43 C. albicans + + N SP N

YCa= Levedura dos pacientes com cancer; YCo= Leveduras do grupo controle; SP= Super positivo; P= Positivo;

¢

N= Negativo. Para “+” crescimento positivo; para “-“ crescimento negativo.

40 - 36

35 4 32=51,6%
30
30 +

L 21=338%

20 O Negativo

13=61,9% M Positivo

15 A
B Superpositivo

Controle CA Controle CA

Proteinase Fosfolipase

Figura 9. Producéo de proteinase e fosfolipase por leveduras do género Candida spp. isoladas da mucosa oral de

pacientes com cancer orogastrico (CA) e grupo controle.
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5.5 Caracterizacao dos individuos

5.5.1 Faixa etaria

Com relacdo a faixa etaria dos pacientes que apresentaram cancer orogastrico a idade media
observada foi de 61,7 anos com desvio padrdo de £12,8, variando de 21 a 88 anos. J& para 0s
individuos controle foi observada a seguinte distribuicdo: a idade media foi de 49,1 anos com

desvio padrdo de +8,9 e variou entre 30 e 61 anos (Tabela 5).

Tabela 5: Caracterizacdo dos pacientes com cancer orogastrico e individuos controle

Cddigo Tipo de Cancer Idade Sexo Etilismo Tabagismo
YCal CA de Lingua 64 M SIM SIM
YCa2 Assoalho de Boca 53 M SIM SIM
YCa3 CA base da Lingua 70 M SIM SIM
YCa4 CA base da Lingua 67 M SIM SIM
YCa5 CA base da Lingua 49 M SIM SIM
YCa6 CA base da lingua 77 F NAO NAO
YCa7 CA lateral de lingua 59 M SIM SIM
YCa8 CA da lingua 73 M NAO NAO
YCa9 CA de lingua 61 M SIM SIM
YCal0 CA de Esofago 47 M SIM SIM
YCall CA de Esofago 40 M SIM SIM
YCal2 CA de Esofago 72 M NAO SIM
YCal3 CA de Esofago 59 M SIM SIM
YCal4 CA de estbmago 50 M SIM SIM
YCal5 CA de Esofago 48 M SIM SIM
YCal6 CA de Esodfago 56 M SIM SIM
YCal7 CA de Esb6fago 58 M NAO SIM
YCal8 CA de Esodfago 62 M SIM SIM
YCal9 CA de Es6fago 72 F NAO NAO
YCa20 CA de Es6fago 83 F NAO NAO
YCa2l CA de estdmago 80 M NAO NAO
YCa22 CA de estbmago 59 M SIM SIM
YCa23 CA de estbmago 59 M SIM SIM
YCa24 CA de Estbmago 53 M SIM SIM
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YCa61 CA de Lébio inferior 70 M SIM SIM
YCa62 CA de Orofaringe 21 M NAO NAO
YCo2 Controle 42 F - -
YCo3 Controle 48 F - -
YCo4 Controle 52 F - -
YCo5 Controle 47 M - -
YCo7 Controle 51 F - -
YCo9 Controle 40 M - -
YColl Controle 60 M - -
YCol3 Controle 54 M - -
YCol6 Controle 61 M - -
YCol7 Controle 70 M - -
YCo23 Controle 30 F - -
YCo26 Controle 50 F - -
YCo28 Controle 35 F - -
YCo33 Controle 51 F - -
YCo35 Controle 52 F - -
YCo36 Controle 48 F - -
YCo37 Controle 41 F - -
YCo39 Controle 48 F - -
YCo42a Controle 50 F - -
YCo42b Controle 50 F - -
YCo43 Controle 52 F - -

5.5.2 Sexo, etilismo e tabagismo

Do total dos individuos com céncer orogastrico positivos para Candida spp. 44 eram do sexo
masculino (88%) e apenas seis eram do sexo feminino (12%). Este grupo de individuos
também apresentou um nimero elevado de etilistas (76%). Neste mesmo grupo de individuos,
12 (24%) nédo apresentavam este costume. Dos que apresentavam o habito do etilismo apenas
2,6% (N=1) era do sexo feminino e 0s demais pertencentes ao sexo masculino. A média de
idade entre os que ndo bebiam era de 68,9 (N=12) anos +17. Para os que utilizavam o alcool

constantemente a média de idade era de 59,4 (N=38) anos +10,3.
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Dos 59 individuos que estavam acometidos com cancer orogastrico, 33 (66%) apresentavam o
habito de fumar. Dezessete (34%) deles ndo possuiam este costume, sendo que dentre estes
dezessete, cinco (29,4%) eram mulheres e 12 (70,6%) eram do sexo masculino. A média de
idade entre os homens que ndo fumavam era de 60,3 anos (N=12) +16. J& em relacdo a este
mesmo grupo de individuos, mas que possuiam o habito de fumar, a média de idade foi de
59,3.

Foi verificado que a média de idade entre os individuos que bebiam e fumavam era de 59,6
+10,7 e entre os que ndo bebiam e nem fumavam era de 69,7 £18,4. Apds a realizacdo do
teste estatistico t de Student foi verificado que o valor de p=0,0113. Este valor demonstra que
para as pessoas que possuiam o habito do etilismo e tabagismo a idade média para o
surgimento do cancer era menor, ou seja, 0 aparecimento do tumor ocorria mais cedo nestes

pacientes com estes costumes (Tabela 10).

Tabela 10: Média de idade dos pacientes com cancer orogastrico, etilistas e tabagistas

Etilista Tabagista Média Idade/ Desvio Padréao
+ + 59,6 £10,7
- - 69,7 + 18,4

+ Pessoas que apresentavam o habito de fumar e de beber; - pessoas que ndo possuiam o habito de fumar e
beber.

5.6 Avaliacdo do perfil de suscetibilidade a agentes antifungicos das amostras de
Candida spp.

Os resultados dos testes de suscetibilidade estdo apresentados na tabela 11. Os valores de
CIM foram determinados apds 24h de incubacdo, pois a maioria das amostras apresentarem
um aumento dramatico de CIM, das 24 para as 48 horas, apresentando um crescimento

elevado, denominado efeito trailing.

Os critérios de interpretagdo para a suscetibilidade ao fluconazol e isoconazol foram aqueles
publicados por Espinel-Ingroff et al. (1998), Rex et al. (2001) e Fothergill (2012). Um isolado
foi considerado suscetivel quando a concentracdo inibitoria minima encontrada foi de <

8,0ug/mL para estes agentes. Para 0 novo triazolico, voriconazol, os critérios de interpretacdo
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da suscetibilidade foram aqueles publicados pelo CLSI (2008). Considerou-se um isolado
suscetivel quando este obteve uma concentracdo inibitéria minima < 1,0ug/ml para esse
agente. Critérios de interpretacdo para anfotericina B e cetoconazol foram determinados
seguindo os padrbes adotados pelo CLSI (2008) em que os isolados inibidos pela

concentracdo < 1,0 ug/mL foram considerados suscetiveis.

Os valores de intervalos adotados para a realizacéo dos testes foram para anfotericina B foram
de 0,0313 a 16ug/mL; para o cetoconazol de 0,0313 a 16pg/mL; para o fluconazol de 0,125 a
64 png/mL e para os novos triazélicos de 0.0313 a 16 pug/mL. Para as amostras de C. albicans,
os resultados de CIM para as drogas antifingicas variaram de 0,125 a 32 npg/ml para
anfotericina B, fluconazol, isoconazol e voriconazol. Para o cetoconazol as CIMs ocilaram de
0,06255 a 32ug/mL. As leituras foram realizadas com 24 horas de incubacdo para as
leveduras dos pacientes com cancer orogastrico e para os individuos do grupo controle. Para
as amostras obtidas dos individuos do grupo controle o maior valor de CIM para a
anfotericina B e fluconazol foram de 0,5ug/mL e 32ug/mL respectivamente. J& para o
voriconazol os valores variaram de 0,125 a 2ug/mL. Os valores obtidos para o isoconazol
foram de 0,125 a 32ug/mL e para o cetoconazol o valor encontrado foi de 0,125ug/mL. Para
as amostras de C. albicans, ap0s a realizacdo dos testes, 96,7% das leveduras isoladas dos
pacientes com cancer orogastrico e 100% daquelas isoladas do grupo controle apresentaram
sensibilidade a anfotericina B. Para o fluconazol 73,7% das amostras provenientes dos
individuos com cancer orogastrico apresentaram sensibilidade. J& para o grupo controle 100%
das amostras de leveduras foram sensiveis a este antifingico. Para o isoconazol, o nimero de
amostras sensiveis foi de 60% e para o voriconazol 63,3% para as amostras isoladas dos
individuos com céancer. Ja para o grupo controle 92,3% e 84,6% das amostras de leveduras
apresentaram sensibilidade para o isoconazol e voriconazol respectivamente. Em relacdo ao
cetoconazol, 100% das amostras de C. albicans isoladas de individuos do grupo controle e
73,3% das leveduras isoladas dos individuos com cancer oro-gastrico foram sensiveis a esta

droga (Figura 10).
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Figura 10. Perfil de sensibilidade das amostras de Candida albicans provenientes da mucosa oral de pacientes
com cancer orogéastrico (CA) (N=29) e de individuos controle (CT) (N=13). Anf B: anfotericina B, Fluco:
fluconazol, Voric: voriconazol, Iso: isoconazol, Ceto: cetoconazol.

Para as amostras de C. tropicalis provenientes dos pacientes com cancer orogastrico, 0s
valores de CIM para as drogas antifingicas foram os seguintes: de 0,125 a 0,5 ug/mL para
anfotericina B, de 1 a 64 ug/mL para o fluconazol, de 0,125 a 16 ug/mL para o isoconazol, de
0,25 a 64 pg/mL para o voriconazol e de 0,25 a 16ug/mL para o cetoconal. Nos testes de
susceptibilidade, 100% das amostras de C. tropicalis apresentaram sensibilidade a
anfotericina B. Para o fluconazol 33% das amostras foram sensiveis a esta droga. Para o
voriconazol, 50% e 83% dos isolados apresentaram sensibilidade ao voriconazol e ao
isoconazol respectivamente. Frente ao cetoconazol o nimero de amostras sensiveis foi de

67% (Figura 11). No grupo controle ndo houve isolamento de C. tropicalis.



76

100%
100%
0,
90% 83%
80% 67% 67%
70%
60% 50%
50%
40% 33%
30%
20%
10%
0%
Anfo B Fluco Vorico Iso Ceto
Sensibilidade CA  H Resisténcia CA

Figura 11. Perfil de sensibilidade e resisténcia das amostras de Candida tropicalis provenientes da mucosa oral
de pacientes com cancer orogastrico (CA) (N=6), e de individuos controle (CT) (N=0). Anf B: anfotericina B,

Fluco: fluconazol, Voric: voriconazol, Iso: isoconazol, Ceto: cetoconazol.

Para as nove amostras de C. glabrata obtidos de pacientes com cancer orogastrico e apenas
uma amostra do grupo controle, os valores de CIM encontrados para anfotericina B foram de
0,25 a 0,5ug/mL e para o fluconazol variaram de 0,5 a 32pg/mL. Os valores de CIM obtidos
para o isoconazol variaram de 0,25 a 4ug/mL, para o voriconazol de 0,25 a 2ug/mL, e para o
cetoconazol foi de 0,125 a 1lug/mL. Para C. glabrata isolada do grupo controle, 100%
apresentaram sensibilidade a todos os antifngicos testados. Nos isolados provenientes do
grupo teste, 100% apresentaram sensibilidade a anfotericina B, fluconazol, isoconazol e
cetoconazol. Para o voriconazol, 80% mostraram-se sensiveis a este antifngico como

mostrado na Figura 12.
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Figura 12. Perfil de sensibilidade das amostras de Candida glabrata provenientes da mucosa oral de pacientes
com cancer orogastrico (CA) (N=9) e de individuos controle (CT) (N=1). Anf B: anfotericina B, Fluco:

fluconazol, Voric: voriconazol, Iso: isoconazol, Ceto: cetoconazol.

Para as quatro amostas de C. krusei provenientes de individuos com cancer orogastrico, 0s
valores de CIM para a anfotericina B foram < 32 ug/mL. Ja para isoconazol, cetoconazol e
fluconazol os valores de CIM variaram de 0,25 a 32 ug/mL sendo que para o voriconazol, este
valor foi de < 16ug/mL. Neste grupo de isolados, 80% (4) deles foram sensiveis aos
antifungicos anfotericina B, isoconazol e cetoconazol e 60% (3) apresentaram sensibilidade
ao fluconazol e voriconazol. Para a Unica amostra isolada do grupo controle, a mesma
apresentou-se sensivel também a todos os antiflngicos testados como representado na Figura
13.
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Figura 13. Perfil de sensibilidade das amostras de Candida krusei provenientes da mucosa oral de pacientes com
cancer orogastrico (CA) (N=4) e de individuos controle (CT) (N=1). Anf B: anfotericina B, Fluco: fluconazol,

Voric: voriconazol, 1so: isoconazol, Ceto: cetoconazol.

Para as amostras de C. parapsilosis provenientes dos individuos com cancer orogastrico 0s
valores de CIM obtidos para anfotericina B foram < 0,5 ug/mL, para o fluconazol de < 16
ug/mL, para o voriconazol de < 1 ug/mL, para o isoconazol de < 1lug/mL e para o
cetoconazol de < 0,5 pug/mL. Das leveduras isoladas do grupo controle, 100% apresentaram
sensibilidade a todos os antiflngicos testados. Para os pacientes com cancer orogastrico 100%
(6) das leveduras isoladas foram sensiveis a anfotericina B, voriconazol, isoconazol e
cetoconazol. J& para o fluconazol 83,3% (5) das amostras de Candida apresentaram

sensibilidade a esta droga (Figura 14).
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Figura 14. Perfil de sensibilidade das amostras de Candida parapsilosis provenientes da mucosa oral de
pacientes com cancer orogastrico (CA) (N=8) e de individuos controle (CT) (N=5). Anf B: anfotericina B, Fluco:

fluconazol, Voric: voriconazol, Iso: isoconazol, Ceto: cetoconazol.

Para as amostras de C. lusitaniae pertencentes aos individuos com cancer orogéstrico o valor
de CIM obtido para anfotericina B foi de 0,5 pug/mL, para o fluconazol < 8 ug/mL, para o
voriconazol < 0 a 64 pg/mL, para o isoconazol < 2 pg/mL e para o cetoconazol < 8 ng/mL.
Para as leveduras isoladas dos pacientes com cancer orogastrico, 100% (5) dos isolados foram
sensiveis a anfotericina B, fluconazol e isoconazol. Em relacdo ao voriconazol e cetoconazol
60% (3) e 80% (4) das amostras de C. lusitaniae foram sensiveis a estes antifungicos,
respectivamente (Figura 15). Neste estudo, ndo foi isolada nenhuma amostras de C. lusitaniae

da cavidade oral dos individuos do grupo controle.
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Figura 15. Perfil de sensibilidade das amostras de Candida lusitaniae provenientes da mucosa oral de pacientes
com cancer orogastrico (CA) (N=5). Anf B: anfotericina B, Fluco: fluconazol, Voric: voriconazol, Iso:

isoconazol, Ceto: cetoconazol.

Para todos os antifungicos testados, as amostras do grupo controle apresentaram maior

sensibilidade dos que aqueles isolados dos pacientes com cancer (Figura 16).
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Figura 16: Perfil de sensibilidade das amostras de Candida SPP. provenientes da mucosa oral de pacientes com
cancer orogastrico (CA) (N=62) e de individuos controle (CT) (N=21). Anf B: anfotericina B, Fluco: fluconazol,

Voric: voriconazol, 1so: isoconazol, Ceto: cetoconazol.
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Na tabela 11 estdo representados os resultados da variacdo entre os valores minimos e
méaximos da CIM para cada espécie, tanto para os isolados provenientes dos individuos do
grupo teste como para dos controles. Os valores de CIMsy e ClIMgy representam as

concentracdes dos antifungicos que inibiram o crescimento de 50% e 90% dos isolados.

Os valores de CIM 50% e 90% obtidos, para as amostras de C. albicans para anfotericina B
foram de 0,25 e 0,5 pug/mL respectivamente, fluconazol de 1 e 32 pug/mL, para o isoconazol
de 0,125 e 8 ug/mL, voriconazol de 0,25 e 64 ug/mL e cetoconazol de 0,0625 e 32 ug/mL. Ja
para as amostras de C. albicans provenientes do grupo controle os valores de CIM que
inibiram 50% e 90% das amostras para anfotericina B foram de 0,5 pg/mL para ambos 0s
valores, para o fluconazol de 0,5 e 32 pug/mL respectivamente, para o voriconazol de 0,125 e 2

ug/mL, para o isoconazol 0,125 e 4 pug/mL e para o cetoconazol de 0 e 0,125 ug/mL.

Para as amostras de C. tropicalis provenientes dos pacientes com cancer orogastrico os
valores de CIM 50% e 90% foram de 0,25 e 0,5 ug/mL para anfotericina B, para o fluconazol
de 32 e 64 ug/mL, para o isoconazol de 2 e 4 ug/mL e para o voriconazol de 0,5 e 32 ug/mL e
para o cetoconazol de 0 e 4 pug/mL. N&o foram isoladas leveduras de C. tropicalis dos

individuos controle.

Com relacdo as amostras de C. krusei provenientes dos individuos com cancer orogastrico o
valor de CIM 50% e 90% para anfotericina B foram de 0 e 0,5 pg/mL, para o fluconazol de
0,5 e 4 ug/mL e para o isoconazol, voriconazol e cetoconazol de Oug/mL, ndo havendo
crescimento em nenhuma diluicdo. Para as amostras de C. krusei isoladas do grupo controle o
valor de CIM 50% e 90% para anfotericina B foi de 0,5 ug/mL tanto para o CIMs, quanto
para 0 ClMgg, fluconazol 0,25 ug/mL também para ambas as concentracbes e para O
isoconazol, voriconazol e cetoconazol foi de Oug/mL, ndo havendo crescimento em nenhuma
diluicdo, como também foi observado para as leveduras isoladas dos individuos com céancer

orogastrico.

Para C. parapsilosis isoladas do grupo teste observou-se 0s seguintes resultados de CIM 50 e
90: para anfotericina B 0,25 e 0,5 pg/mL, fluconazol 4 e 8ug/mL, para o voriconazol o valor
foi de 0,5 e 2 ug/mL, para isoconazol 0,0625 e 1 ug/mL e para o cetoconazol de 0,125 e 0,5

ug/mL. Para as amostras de C. parapsilosis provenientes dos individuos saudaveis foram
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encontrados os valores para a anfotericina B de 0,25 ug/mL tanto para ClIMs, como para o
ClIMygy, para o fluconazol 0,5 e 1 ug/mL, para o voriconazol e cetoconazol 0 e 0,125 pg/mL, e

para o isoconazol 1 e 2 ug/mL.

Para as amostras de C. glabrata do grupo de pacientes com cancer orogastrico, os valores para
a anfotericina B foram de 0,5 ug/mL para CIMs, como para o ClMygg, para fluconazol os
valores foram de 4 a 8 pg/mL, para o isoconazol foram de 0,25 a 0,5 ug/mL, para o
voriconazol 0,5 e 2 ug/mL e para o cetoconazol de 0,125 e 0,5 ug/ml respectivamente. Para as
amostras de C. glabrata provenientes dos individuos saudaveis os valores de CIM 50% e 90%
para a anfotericina B, isoconazol, voriconazol e cetoconazol foram de Oug/mL para ambas as
concentragdes, ndo havendo crescimento em nenhuma das diluigdes. Para o fluconazol foi de

0,25 ug/mL para as duas concentracoes.

As amostras de C. lusitaniae os valores de CIMs, e CIMg, para anfotericina B foi de 0,5
ug/ml, para o fluconazol foi 4 e 8 pug/ml. J& para o voriconazol os valores de ClIMs € CIMgg
foi de 1 pg/ml e para o cetoconazol foi de 0,5 pg/ml. Em relag&o ao isoconazol néo houve

crescimento das amostras em nenhuma diluigéo.
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Tabela 11. Concentracdo inibitéria minima (CIM) em pg/ml do Fluconazol, Isoconazol,

Voriconazol, Anfotericina B e Cetoconazol para as espécies de Candida isoladas da mucosa

oral de pacientes com cancer orogastrico.

Agente Espécies  CA orogastrico
antifangico
CIM 5 CIM g Variagdo de CIM 5 CIM g Variagdo de
24h 24h CIM 24h 48h 48h CIM 48h
Fluconazol
C. albicans 1,0 ug/ml® 32ug/ml® 0,125-32 64pg/ml® 64ug/ml®  1-64
C. glabrata 4,0ug/ml ¢ 8ug/ml ¢ 0,5- 32 32ug/ml® 64 ug/ml®  8-64
C. parapsilosis  4ug/ml? 8ug/ml? 0,5-16 16pg/ml @ 32ug/ml?  8-64
C .krusei 0,5 pg/ml? 4 pug/ml? 0,5-32 0,5 pug/ml?@ 32ug/ml?  0,25-64
C. tropicalis 32 pg/ml ¢ 64pg/ml® 1-64 64pg/ml ¢ 64ug/iml®  32-64
C.lusitaniea 4 pg/ml?® 8 pg/ml? 4-8 64 ug/ml® 64 ug/ml® 64
Isoconazol
C. albicans 0,125pg/ml? 8ug/ml? 0,0625-32 16pg/ml* 32ug/mlY  0,25-64
C. glabrata 0,25ug/ml? 0,5pg/ml? 0,25-4 4pg/ml? 32ug/ml?  1-32
C. parapsilosis  0,0625ug/ml*  1pg/ml? 0,0625-1 2ug/ml @ 4pg/ml? 0,5-8
C. krusei 0 0 0-32 4 pg/ml @ 8 pg/ml*  0-32
C. tropicalis 2 pg/ml? 4 ug/ml® 0,125-16 8 pg/ml? 32ug/ml 2-32
C. lusitaniea 0 0 0-2 8 pg/ml® 8 pg/ml® 1-16
Voriconazol
C. albicans 0,25ug/ml? 64ug/ml 0,0625-64 64ug/ml 64ug/mlY  0,0625-64
C. glabrata 0,5 pg/ml? 2,0ug/ml®  0,25-2,0 4pg/ml® 64ug/iml® 4 -64
C. parapsilosis  0,5ug/ml? 2pg/ml ® 0,25-2 4pg/ml © 64ug/ml®  1-64
C. krusei 0 0 0-8 2 pg/ml® 4ug/ml®  0-16
C. tropicalis 0,5 pg/ml? 32ug/ml° 0,5-64 64ug/ml ¢ 64ug/ml®  32-64
C. lusitaniea 1 pg/ml?® 1 pg/ml?® 0-16 16 ug/ml® 64 pg/ml®  1-64
Anfotericina B
C. albicans 0,25ug/ml? 0,5ug/ml? 0,125-32,0 0,5ug/ml? 0,5ug/ml*  0,125-32
C. glabrata 0,5ug/ml? 0,5ug/ml? 0,25-0,5 0,5ug/ml? 0,5ug/ml*  0,25-1
C. parapsilosis  0,25ug/ml?® 0,5ug/ml? 0,0625-0,5 0,5ug/ml? 0,5ug/ml*  0,0625-0,5
C. krusei 0 0,5ug/ml? 0-32 0,25ug/ml?*  0,5ug/ml*  0,25-32
C. tropicalis 0,25 pg/ml? 0,5ug/ml? 0,25-0,5 0,5ug/ml® 1 pg/ml? 0,25-1
C. lusitaniea 0,5 pg/ml? 0,5ug/m* 05 0,5pug/ml® 05 pug/ml* 05
Cetoconazol
C. albicans 0,0625pug/ml*  32pg/ml® 0,0625-32 32ug/ml 64ug/mlY  0,125-64
C. glabrata 0,125pg/ml? 0,5ug/ml® 0,125-1,0 2ug/mi? 8,0ug/ml*  0,25-64
C. parapsilosis  0,125ug/ml? 0,5ug/ml® 0,125-0,5 1ug/ml? 32ug/mlY  0,5-32
C. krusei 0 0 0-32 0 2ug/mi®  0-32
C. tropicalis 0 4 ug/ml° 0-16 2 pg/ml® 32ug/ml?  2-64
C.lusitaniea 0,5 pg/ml? 0,5pug/m®  0-1 4 ug/ml ¢ 16 ug/ml¢  0-32

% Suscetivel, ® Suscetivel dose-dependente, © Intermediario, ¢ resistente (Espinel-Ingroff et al., 1998 e CLSI,

2008); CIMsq = Inibicdo de 50% dos isolados; ClIMgg = Inibicdo de 90% dos isolados; 0=amostras que nao

apresentaram crescimento em nenhuma diluicéo.
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Tabela 11. Concentracdo inibitéria minima (CIM) em pg/ml do Fluconazol, Isoconazol,

Voriconazol, Anfotericina B e Cetoconazol para as espécies de Candida isoladas da mucosa

oral de individuos controle (Continuacao).

Agente Espécies Grupo Controle
antifungico
CIM g CIM g Variacdo de CIM g CIM g Variagdo de
24h 24h CIM 24h 48h 48h CIM 48h

Fluconazol

C. albicans 0,5 pg/mi*  32ug/ml* 0,25-32 32ug/ml®  64pg/ml®  0,5-64

C. glabrata 0,25pg/ml*  0,25ug/ml* 0,25 2 pg/ml? 2 pg/ml® 2

C. parapsilosis ~ 0,5ug/ml? 1pg/mi? 0,5-4 4pg/ml? 8ug/ml? 0,5-32

C .krusei 0,25ug/ml*  0,25ug/ml® 0,25 0,25ug/ml*  0,25ug/ml* 0,25

C. tropicalis - - - - - -

C. lusitaniae - - - - - -
Isoconazol

C. albicans 0,125ug/ml® 4 ug/ml® 0,125 -32 16 pug/ml® 32 pg/ml®  0,25-64

C. glabrata 0 0 0 2ug/ml @ 2ug/ml @ 2

C. parapsilosis ~ 1pg/ml? 2ug/ml @ 0,5-2 8ug/ml @ 8ug/ml? 1-32

C. krusei 0 0 0 0 0 0

C. tropicalis - - - - - -

C. lusitaniae - - - - - -
Voriconazol

C. albicans 0,125pg/ml* 2 pg/ml® 0,125-2 64 pg/ml® 64 pg/ml®  0,25-64

C. glabrata 0 0 0 0,25ug/ml*  0,25ug/ml* 0,25

C. parapsilosic 0 0,125pug/ml*  0-0,5 lug/ml® 2pg/ml® 0,25-64

C. krusei 0 0 0 0 0 0

C. tropicalis - - - - - -

C. lusitaniae - - - - - -
Anfotericina B

C. albicans 0,5 pg/ml? 0,5 pg/ml? 0,25-0,5 0,5 ug/mi* 0,5 pg/mi*  0,25-0,5

C. glabrata 0 0 0 0,25ug/ml*  0,25ug/ml* 0,25

C. parapsilosis ~ 0,25pg/mI*  0,25ug/ml®  0,25-0,5 0,25ug/ml*  0,5ug/ml*  0,25-0,5

C. krusei 0,5 ug/m*  05ug/m?* 05 0,5 ug/mi* 0,5 pg/mi* 0,5

C. tropicalis - - - - - -

C. lusitaniae - - - - - -
Cetoconazol

C. albicans 0 0,125pg/ml*  0-0,125 32pug/ml® 64 pg/ml®  0,25-64

C. glabrata 0 0 0 0,25ug/ml*  0,25ug/ml* 0,25

C. parapsilosis 0 0,125ug/ml*  0-0,5 0,5ug/ml*  1lug/ml® 0,25-4

C. krusei 0 0 0 0 0 0

C. tropicalis - - - - - -

C. lusitaniae - - - - - -

% Suscetivel, ® Suscetivel dose-dependente, © Intermediario, ° resistente (Espinel-Ingroff et al., 1998 e CLSI,

2008); CIMsq = Inibicdo de 50% dos isolados; ClMgg = Inibicdo de 90% dos isolados; 0=amostras que nao

apresentaram crescimento em nenhuma diluicéo.
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5.7 Caracterizagao das citocinas no soro dos pacientes

Foi observado o aumento estatisticamente significativo de IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17
nos pacientes com cancer em relagdo aos individuos do grupo controle (saudaveis). Por outro
lado, ndo foi observado diferencas significativas em relacdo as citocinas, IL-4 e IL-6, entre 0s
grupos, quando analisadas a media do valor da producéo dessas citocinas. Entretanto, para o
grupo controle observou-se um leve aumento das citocinas IL-4, IL-6 e IL-10 e praticamente

nenhuma expressdo para TNF-o, IFN-y e IL-17 (Figura 17).
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A figura 18 mostra o perfil de producéo de citocinas de individuos com cancer com relagdo a
localizacdo do tumor. Em relacdo as citocinas avaliadas ndo foi visualizado diferenca
estatistica entre os grupos com cancer de boca, estbmago e pesco¢o. Embora as diferencas ndo
tenham sido estatisticamente significativas, pode ser observado um leve aumento para a IL2,
IL10, TNF-a, IFNy e IL17 nos pacientes com cancer de pesco¢o em relacdo aos pacientes

com cancer de boca e estdmago.
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Na figura 19 pode ser observado o perfil de citocinas de individuos com céncer com relagdo
ao estadiamento do tumor. Observou-se diferenca estatistica significativa entre 0s grupos
T1/T2 e T3/T4 somente para a IL10. Entretanto, pode-se observar um leve aumento para a
IFN-y e IL-17 nos pacientes classificados como T1/T2 em relagéo aos pacientes classificados
como T3/T4.
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Na figura 20 pode ser avaliado o perfil de citocinas nos individuos com céncer que possuiam
0 hébito de fumar ou ndo. N&o foi possivel visualizar diferenca estatistica quando analisadas a
média dos valores entre os grupos de tabagistas e ndo tabagistas. Mesmo ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, pode ser observado um leve aumento

no nivel de IL-2 e IL-17 nos pacientes classificados como tabagistas em relacdo aos nédo

tabagistas.
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De acordo com os resultados da figura 21, foi observado o aumento de IFN-y no grupo que
ndo apresentava etilismo. Paralelamente, ndo foi observado diferengas estatisticamente
significativas em relacdo as citocinas IL-2, I1L-4, 1I-6, IL-10, TNF-a e IL-17, entre 0s
grupos etilista e ndo etilista, quando analisadas a média do valor da producdo dessas
citocinas. Entretanto, para o grupo néo etilista, observou-se um leve aumento das citocinas

IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a. e, pequena reducéo para IL-17.
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Com relacdo ao sexo, ndo foi visualizada diferenca estatistica na producdo das citocinas
estudadas nos individuos com céancer, quando analisadas a média do valor (Figura 22).
Embora para o sexo feminino tenha sido observado um leve aumento das citocinas IL-2,
IL-10, TNF-a, IFNy e IL-17, este achado n&o foi expressivo estatisticamente devido ao

numero de individuos do sexo feminino ser bem menor (N=4) em relacdo ao sexo

masculino.
Sexo Femino/Masculino CA X Citocinas
1001
° 150+
80 L
604 u 100
3 s ]
40 =
[ ) [ ] 504
20
[ ) l.... ...:
0- P - C s .- - -.
Feminino CA Masculino CA FeminTno CA Masculino CA
2501 100+
] .
2004 804
1504 ]
9 g
= [ ] -
1004 = i
- 40
50 ° 20 L
___* n .l..
—tew— Aladlal
0 v 0 .
Feminino CA Masculino CA Feminino CA Masculino CA
1004
° 1501
804 °
© 1004
w 604 %
E o
40 =z
. L 5o ° =
204 —m—mmm L | - -
| ] Hp
[ ] ] |
° faln
0 g 0
Feminino CA Masculino CA Feminino CA Masculino CA
4004
°
3004
S
i 2004
1004 i
L T
0 o
Feminino CA Masculino CA

Figura 22. Painel de citocinas dosadas no soro dos pacientes com cancer (CA) com relagdo ao sexo. Feminino
(N=4) e Masculino (N=29). Média entre os valores existentes.



91

Ja com relacdo ao sexo feminino nos individuos controle (CT=19) e os pacientes com

cancer orogastrico (CA=4), na figura 23 é possivel observar uma diferenca estatistica entre

as citocinas IL-2, TNF-a e IFN-y estudadas quando analisadas a média do valor. Embora

ainda para as mulheres com céancer tenha sido observado um leve aumento das citocinas

IL-6, IL-10 e IL-17, este aumento ndo foi expressivo estatisticamente.
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A figura 24 mostra o perfil de citocinas estudadas com relagcdo ao sexo masculino entre os
individuos do grupo controle (CT= 12) e os pacientes com cancer (CA=29). Neste painel
pode ser observado que houve uma diferenca estatisticamente significativa quando

analisada a média do valor para os pacientes com cancer frente a maioria das citocinas

quantificadas que foram: IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17.
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Figura 24. Painel de citocinas dosadas no soro dos individuos do sexo masculino do grupo controle (CT=12) e
pacientes com cancer (CA=29). Média entre os valores existentes. IL-2 p=0,0159, IL-10 p=0,0167, TNF

p=0,0134, IFN-g p=0,0091 e IL-17 p=0,0042.



93

De acordo com o estado nutricional dos pacientes com cancer orogastrico (Figura 25), ndo

foi observado aumento estatisticamente significativo para as citocinas estudadas quando

analisadas a média do valor para estas citocinas. Entretanto, pode-se visualizar um leve

aumento para as citocinas I1L-2, TNF-a e IFN-y entre os individuos do grupo desnutrido

quando comparado com o grupo moderadamente desnutrido e nutrido (Anexo 3).
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6 DISCUSSAO

6.1 Diagndstico do cancer

Anualmente, sdo diagnosticados cerca de 6,4 milhdes de casos de tumores malignos no
mundo, sendo o cancer oral responsavel por 10% dos casos (STEWART & KLEIHUE, 2003).
No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que sera valida também para o ano de 2015,
aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer. Em homens, os
tipos mais incidentes serdo os canceres de préstata, pulméo, célon e reto, estbmago e cavidade
oral; e, nas mulheres, os de mama, célon e reto, colo do Utero, pulmao e glandula tiredide
(INCA, 2014).

A deteccdo precoce do cancer oral é um dos mais eficientes meios para reduzir a elevada
mortalidade desta doenca. A deteccdo precoce pode minimizar a morbidade da doenca e do
tratamento. O cancer estd muito associado com uma perda grave da funcdo, deformacao,
depressdo e ma qualidade de vida (MEHROTRA & GUPTA, 2011).

A citopatologia é uma técnica bem conhecida e utilizada ha aproximadamente, 50 anos, sendo
empregada com sucesso na prevencdo e no diagnéstico de cancer do colo do Utero, assim
como de outras doencas (HAYAMA et al, 2005). Atualmente, a citologia convencional, pode
ser completada por técnicas especiais como analise de imagem imunohistoquimica, e biologia
molecular (GARCIA et al, 2008).

Em um estudo feito por Carneiro e colaboradores (2006), utilizou-se a citologia para verificar
a presenca de leveduras em secrecdo vaginal e 0 método se mostrou eficiente para deteccdo
deste microrganismo. Segundo Garcia, a citologia urinaria pode ser defendida como método

padrédo ouro ("Gold") utilizado para a triagem do carcinoma vesical (GARCIA et al, 2008).

A citologia tem sido utilizada também como uma forma de diagndstico para o cancer oral.
Rahman e colaboradores (2012), em um trabalho para avaliar a eficacia do azul de toluidina e
citologia na deteccdo de cancer de boca e lesdes displasicas, teve a inclusdo de 86
participantes com suspeita de lesdes pré-malignas orais ou carcinoma epidermoide oral. Os
resultados deste estudo sugeriram que o azul de toluidina a 1% e a citologia possuem alta

sensibilidade, especificidade e uma precisdo na deteccdo de lesbes orais pré-malignas e



95

carcinoma de células escamosas orais podendo ser utilizada como um adjuvante na detecgdo

precoce de tais lesdes.

No presente trabalho, ap6s avaliacdo de seis pacientes, todos eles apresentaram resultado em
concordancia com a histopatologia (Figura 1). O mesmo foi observado por Fontes e
colaboradores (2008). Apds avaliacdo de 50 pacientes, os resultados mostraram que a
citopatologia pode ser utilizada rotineiramente como método diagnostico de carcinoma de
células escamosas oral. Os autores concluiram que este método apresenta elevada
concordancia diagndstica com o exame histopatoldgico (padrdo-ouro) nos diagnosticos de
positividade para carcinoma de células escamosas, e negatividade para malignidade (FONTES
et al, 2008).

Os resultados obtidos no presente trabalho vém apontar que o teste citolégico € um método
promissor no diagnostico do carcinoma de células escamosas oral podendo vir a ser utilizado

como possivel teste de diagnostico.

6.2 Aspectos epidemioldgicos e fatores de risco para o cancer orogastrico

O cancer é um dos mais graves problemas de satde enfrentados por muitas pessoas no curso
de sua vida segundo Ramirez-Garcia e colaboradores (2014). A medida que a doenca
progride, hd um crescimento celular descontrolado, a invaséo de tecidos, e no pior dos casos,
a metastase. Entre as principais causas de morte no mundo esta o cancer representando cerca
de 8,2 milhdes de mortes em 2012, sendo a metastases a principal causa de morte (RAMIREZ
et al, 2014). C. albicans é um fungo dimorfico que geralmente ocorre como um
microrganismo comensal na mucosa de seres humanos. Ele pode ser encontrado no trato
intestinal, urogenital e na cavidade bucal de individuos saudaveis (FENG-YAN BAI, 2014).
A presenca da Candida é quase universal, pois é freqiientemente isolada de varias superficies
mucosas em individuos saudaveis (AL-ABEID et al, 2004; PRAGATI et al, 2013). Individuos
gue apresentam a levedura na cavidade oral e ndo apresentam sintomas sdo veiculos destes
microrganismos. A prevaléncia de 3 a 48% de Candida na boca de adultos saudaveis tem sido
relatada (SCULLY et al, 1994; PRAGATI et al, 2013). No presente trabalho foi observado
gue 59% dos individuos que fizeram parte do grupo controle eram portadores da levedura na
cavidade oral. Segundo Mendonga e colaboradores (2012), estes microrganismos podem ser

isolados no interior da cavidade oral de 20% a 80% de individuos saudaveis. Em outro estudo
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realizado por Samaranayake e MacFarlane, 1990 (SANJAYA et al, 2011) foi observado que
no grupo de estudo com individuos saudaveis, 50% apresentavam Candida na cavidade oral.

Estes resultados concordam com os obtidos no presente estudo.

A possivel associacdo entre Candida spp. e neoplasia oral foi relatada pela primeira vez na
década de 1960 (CAWSON, 1969; WILLIAMSON, 1969), com relatos posteriores sugerindo
uma ligacdo entre a presenca de C. albicans na cavidade oral e o desenvolvimento de
carcinoma epidermoide de boca (CEB). Em um estudo realizado por Oliveira e colaboradores
(1998), foi observado que 56% dos pacientes com cancer de cabega e pescoco apresentavam
levedura do género Candida na cavidade oral. Em outro estudo realizado por Mokaddas e
colaboradores (2010), em criancas com cancer, foi observado que 55,5% destes pacientes
apresentavam Candida na cavidade oral. No presente trabalho, dos pacientes com cancer
orogastrico e que fizeram parte da pesquisa, 85% apresentaram a levedura na cavidade oral.
Segundo Tang e colaboradores (2014), em um trabalho feito para verificar a epidemiologia e
os fatores prognosticos de candidemia em pacientes com cancer, foi possivel isolar a levedura
em 84,7% dos individuos com cancer de cabeca e pescoco, gastrointestinal, pulméo e
hematoldgico. Esses resultados concordam com os dados encontrados no presente trabalho e

outros da literatura.

No Brasil, a incidéncia de neoplasias malignas da cavidade oral difere substancialmente nas
diferentes regides, e esse fato se deve as diferencas locais na prevaléncia dos fatores de risco,
como tabagismo, alcoolismo, infec¢des por microrganismos, dietas, heranca genética e 0 sexo
(TESTINO, 2011). Fontes e colaboradores em 2008 observaram que 60% dos individuos com
cancer de boca investigados eram do sexo masculino e 40% do sexo feminino. Em outro
estudo realizado por Maio e colaboradores (2009), em individuos que apresentavam cancer
oral e orofaringe, 77% eram do sexo masculino e 23% do sexo feminino. Teixeira e
colaboradores, 2009, também observaram que entre individuos que possuiam cancer oral,
69,6% eram do sexo masculino e 30% do sexo feminino. Silva e colaboradores (2009)
observaram que 86,5% dos individuos que apresentaram cancer oral eram do sexo masculino
e somente 13,5% do sexo feminino. Borges e colaboradores (2008), realizando um estudo nos
anos de 2005 e 2006 com individuos com cancer de boca, verificaram que no ano de 2006,
71,8% dos participantes eram do sexo masculino. Em um estudo feito por Somi e
colaboradores (2014), na Provincia do Azerbaijdo foi demonstrado que 70% dos individuos

que possuiam cancer de estbmago e esdfago pertenciam ao sexo masculino. Os resultados
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encontrados no presente estudo mostram alta frequéncia de cancer orogéastrico nos individuos
do sexo masculino, 88%, contra apenas 12% no sexo feminino. Na literatura este tipo de
cancer demonstra maior ocorréncia no sexo masculino e tem sido associado ao uso do tabaco
e do alcool, a predisposicdo genética, como os principais fatores de riscos para o CEC de
boca. H& também evidéncias de que habitos alimentares com baixos padrdes nutricionais
associados ao estilo de vida podem ser fatores coadjuvantes na etiologia do cancer orogéastrico
(TEIXEIRA et al, 2009).

Com relagdo a faixa etaria dos pacientes com cancer orogastrico foi observado por Fontes e
colaboradores (2008) que a idade destes pacientes variava entre 40 a 70 anos. Ja para 0 grupo
de individuos que fizeram parte da pesquisa de Silva e colaboradores, 2009, a maioria dos
participantes, 78,4%, possuia a faixa etaria superior a 50 anos. Em outro estudo feito por Maio
e colaboradores (2009), dos 48 pacientes que fizeram parte do estudo a faixa etéria foi de 39 a
77 anos, sendo a média de 56 anos de idade e a maioria, 67%, tinha idade superior a 50 anos.
No trabalho desenvolvido por Teixeira e colaboradores (2009), a idade dos individuos variou
de 26 a 98 sendo que 79,9% apresentaram idade acima de 50 anos. Em outro trabalho
desenvolvido por Somi e colaboradores (2014), a idade média no momento do diagndstico foi
de 66,1 + 12,6 anos para os individuos com cancer gastrico e 66,0 + 12,3 anos para 0s que
apresentavam cancer de esdfago. No presente trabalho a faixa etéria entre 0s pacientes com
cancer orogastrico variou de 21 a 88 anos de idade sendo que 79% apresentaram idade

superior a 50 anos demonstrando concordancia com os dados obtidos na literatura.

O cancer de cabeca e pescoco, incluindo aqueles da orofaringe, tem sido fortemente associado
a pacientes que tém uma longa histéria de tabagismo e consumo de alcool (LEE et al, 2013).
O alcool é o maior fator de risco reconhecido para os tipos de cancer oral, faringe e de laringe,
juntamente com o consumo de tabaco, sendo este considerado um grande fator de risco para a
maioria dos casos de cancer oral em paises desenvolvidos representando 75% dos casos
(TESTINO, 2011). Ainda segundo Testino, 50-75% dos casos de cancer de esdfago, tanto em
homens quanto em mulheres, sdo atribuidos ao consumo de alcool. Na Coréia, 55-71% dos
canceres da cavidade oral, laringe e eso6fago e 32% dos de estdbmago foram atribuidos ao
tabagismo (PARCK et al, 2014). Em um grupo de individuos que possuiam cancer oral,
83,8% eram tabagistas e 94,6% eram etilistas crénicos (SILVA et al, 2009). No presente

estudo 52% dos individuos que apresentaram cancer oral eram tabagistas e etilistas cronicos.
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O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) é o sexto tipo de cAncer mais comum
no mundo e tem variacdo entre os diferentes sitios (cavidade oral, orofaringe, laringe ou
hipofaringe) em muitas caracteristicas, incluindo idade, sexo, etnia, grau histolégico,
modalidade de tratamento e prognostico (MAGI C et al, 2013; DURAY et al, 2012). CECP ¢
fortemente relacionado ao tabagismo sendo um dos tumores malignos mais agressivos na
populacdo humana. O carcinoma epidermdide oral representa 50% dos canceres de cabega e
pesco¢co comumente diagnosticados (MAGI C et al, 2013; HAMIDI et al, 2014).

Para 0 ano de 2014 o céncer oral serd o quarto mais frenquente, enquanto os de esdfago e
estdbmago serdo o quinto mais frequente (INCA, 2014). Na Provincia do Azerbaijdo, o atual
relatorio da base de patologia, atualizada sobre a incidéncia de canceres gastrointestinais
mostra que o cancer gastrico e de es6fago sdo os mais comuns em relacdo aos outros tipos e
sdo mais prevalentes no sexo masculino (SOMI et al, 2014). Neste estudo, o cancer de boca
foi o mais prevalente, 42%, seguido do cancer de esdéfago com 28% e o de estbmago com
14%.

6.3 Identificacédo dos isolados de Candida

O nosso sistema imunologico é normalmente preparado para manter um equilibrio com a
microbiota normal do nosso corpo e para combater as invasdes microbianas. Em contraste, em
individuos que apresentam um estado imunossuprimido, em decorréncia dos tratamentos de
cancer ou de outros fatores, essas funcbes ficam prejudicadas e 0s pacientes tém um risco
aumentado de desenvolvimento de infeccdo enddgena (RAMIREZ-GARCIA et al, 2014). As
infeccbes causadas pela Candida sdo muito comuns em pacientes com cancer e tem
aumentado enormemente nos ultimos anos (TANG et al, 2014, ROUTH et al, 2013;
KOFTERIDIS et al, 2010; MOKADDAS et al, 2010; PAUW, 2004).

Segundo Mafas e colaboradores (2012), a candidiase orofaringea é a infeccdo flngica mais
comum que afeta pacientes oncoldgicos. A candidiase oral representa um problema grave para
criangas com cancer. A taxa de mortalidade decorrente desta infecgdo tem aumentado muito
devido a septicemia flngica, associada a uma infeccdo bucal primaria (GONZALEZ-
GRAVINA et al, 2007). Em um trabalho desenvolvido por Wille e colaboradores, 2014, para
verificar as tendéncias historicas na epidemiologia da candidemia sendo feita uma analise no

periodo de 11 anos em um hospital terciario no Brasil, foi visto que 31,7% dos pacientes que
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tinham céncer desenvolveram candidemia. Neste estudo feito por Wille e colaboradores
(2014), a espécie C. albicans foi a mais prevalente representando 42,4% dos isolados seguido
por C. tropicalis com 27.3%, C. parapsilosis representando 21.9% dos isolados e C. glabrata
e C. krusei com somente 4.4% e 1% dos casos, respectivamente. Em outro estudo realizado
por Gallé e colaboradores (2013) foram isoladas leveduras do género Candida da cavidade
oral de 31% dos pacientes com lesdes de céncer na cavidade bucal, sendo a espécie C.
albicans a mais prevalente (43,7%), seguida por C. glabrata e C. tropicalis. JA& em outro
estudo realizado por Freitas e colaboradores (2013), ao avaliar os pacientes com cancer de
cabeca e pescoco, foi observado que 58,6% dos individuos apresentavam a levedura na
cavidade oral sendo a espécie C. albicans a mais prevalente com 45%, seguida por C.

parapsilosis e C. tropicalis.

Hebbar e colaboradores (2013), ao desenvolverem um estudo micolégico e histoldgico em
lesBes da mucosa oral verificaram que 44,4% dos individuos que apresentavam cancer oral
possuiam Candida na boca. Em um trabalho desenvolvido por com criancas e adolescentes
que apresentavam cancer, Gonzalez-Gravina (2007), relatou 69,35% de casos positivos para
candidiase oral, sendo C. albicans a espécie mais frequente (42,55%), seguida de C.
parapsilosis (14,89%), C. tropicalis (12,77%), C. krusei (4,26%), C. glabrata (2,13%) e C.
lusitaniae (2,13%). Em alguns casos, foi isolado mais de uma espécie (9,30%).

Segundo Mafias e colaboradores (2012) Candida albicans também foi a levedura dominante
(69%) em 49 pacientes que apresentavam cancer de cabeca e pescogo, enquanto Candida néo-
albicans s6 foram encontradas em 15 pacientes (31%).

Em um grupo de 25 pacientes que apresentavam canceres distintos como mama, intestino e
pulmao, foi possivel isolar a Candida de 40% destes sendo que 100% dos isolados foram
identificados como C. albicans (AVRELLA & GOULART, 2008).

Vérios relatos tém sugerido uma associacdo entre candidiase mucocutanea cronica e
carcinomas de células escamosas orais (BOCKLE et al, 2010) e carcinomas de es6fago. A
candidiase é frequente em pacientes com carcinoma de esdfago (DELSING et al, 2012). Um
estudo sobre a freqiiéncia de candidiase gastro-esofagico em 465 pacientes que foram

submetidos a endoscopia, mostrou que a candidiase foi mais fregiiente em pacientes com
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carcinoma de esbfago (27%) do que em pacientes com outras formas de lesdo da mucosa
abordados, como esofagite (15%) (SCOTT & JENKINS, 1982).

No presente trabalho, 85% dos individuos com cancer orogastrico apresentaram esta levedura
na cavidade oral mostrando uma alta prevaléncia deste microrganismo nos pacientes com
cancer. C. albicans foi a espécie mais prevalente representando 51,6% dos isolados seguido
por C. glabrata com 14,5%, C. parapsilosis 12,9%, C. lusitaniae 8% e C. tropicalis e C.
krusei ambos representarm um percentual de 6,5% dos isolados. Para o grupo controle, 59%
dos individuos apresentaram a levedura na cavidade oral, sendo que 14 (66,7%) foram
identificadas como C. albicans, 5 (23,8%) como C. parapsilosis,1 (4,8%) como C. krusei e 1
(4,8%) como C. glabrata.

A identificacdo de leveduras através do método micro-morfoldgico é realizada baseando-se
nas caracteristicas singulares de cada espécie. De acordo com Konemann e colaboradores
(2011) este teste exige um microbiologista com vasta experiéncia na area de identificacdo
morfologica, visto que este processo & basicamente visual e por isso necessita de um

profissional com excelente conhecimento nas estruturas das leveduras em questéo.

No presente estudo, a identificacdo morfoldgica por meio do microcultivo relatou a existéncia
de 6 espécies, sendo elas C. albicans (48,3%), C. tropicalis (9,7%), C. parapsilosis (13%), C.
glabrata (14,5%), C. krusei (6,4%) e C. lusitaniae (8,1%) para os isolados recuperados dos
pacientes com cancer orogastrico. Para os individuos do grupo controle foram identificadas 4
espécies sendo C. albicans (66,7%), C. parapsilosis (23,8%), C. krusei (4,8%) e C. glabrata
(4,8%).

Os testes tradicionais sdo mais difundidos entre os laboratorios (BRASIL, 2007b), porém, a
deteccdo, diferenciacdo e identificacdo de microrganismos pode se apresentar ambigua
(SETTANNI & CORSETTI, 2007). Diante disso, provas moleculares representam uma
ferramenta alternativa, pois além de aumentarem a sensibilidade e especificidade no processo
de identificacdo, reduzem a subjetividade inerente aos métodos morfologicos e bioquimicos
(ROSSELLO-MORA & AMANN, 2001). Existem hoje muitos protocolos para PCR,
utilizando diferentes métodos de extracdo, sitios de amplificacdo e formas de deteccdo de
amplicons (VOLLMER et al., 2008). Quando validada para uma determinada espécie de

microrganismo, a técnica de identificagio por PCR é considerada uma metodologia
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extremamente confiavel (SETTANNI et al., 2005). Para as leveduras de interesse clinico, a
PCR tem sido a ferramenta molecular empregada na deteccdo de DNA (BOSCO-BORGEAT
etal., 2011; SAMARANAYAKE et al., 2003).

Vaérios autores tém relatado os resultados da utilizagdo da PCR-Multiplex na identificacdo de
Candida spp. e de outros agentes de origem fungica de espécimens clinicos (BOSCO-
BORGEAT et al., 2011). A selecdo de primers €, provavelmente, o parametro critico para o
sucesso da PCR-Multiplex. O desenho dos primers tem influéncia na especificidade e
eficiéncia de amplificacdo, principalmente, em relacdo a propriedades que sdo especificas
para cada sistema, tais como: composi¢do de bases (%G+C), comprimento, modificagdes
quimicas sofridas e pureza (POWER, 1996). Nesta investigacdo, foi utilizado
combinadamente os primers levedura-especificos UNI1 e UNI2 descritos por Trost e
colaboradores (2004) e os primers espécies-especificos Calb, Cgla, Ckru, Ctro, Cpar, Cgui,
Clus e Cdub descritos por Carvalho e colaboradores (2007) que amplificam as regides ITS1 e
ITS2 da maioria das espécies de Candida de importancia medica. As diferencas na sequéncia
destas regiGes tém mostrado ser de grande valor na identificacdo de fungos potencialmente
patogénicos (CHEN et al., 2001).

No presente estudo foi possivel verificar concordancia entre os resultados obtidos pelo
microcultivo versus MALDI-TOF. Para as 26 amostras recuperadas dos pacientes com cancer
e 0s nove amostras recuperados dos individuos do grupo controle apresentaram a mesma
identificagdo no microcultivo e na MALDI-TOF. Em estudo realizado por Méhnss e
colaboradores (2005) foram comparados diferentes métodos fenotipicos para identificacdo de
Candida spp., entre eles o microcultivo, utilizando como padrdo leveduras previamente
identificadas por PCR. Estes autores concluiram que ndo existe um unico método capaz de
diferenciar todas as especies, principalmente quando elas possuem caracteristicas

semelhantes, como é o caso de C. albicans e C. dubliniensis (CIRAK et al., 2003).

6.4 Fatores de Viruléncia
A expressdo de fatores de viruléncia como a formacdo do tubo germinativo, adesinas,
variabilidade fenotipica, formacdo de biofilme e a producdo de enzimas hidroliticas
contribuem para a patogénese desenvolvida por leveduras do género Candida (MATTEI et al,
2013; SARDI et al, 2013).
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A versatilidade do potencial patogénico de C. albicans é o resultado da sua capacidade de se
adaptar ao ambiente do hospedeiro, por meio da regulacdo dos determinantes de viruléncia,
principalmente das proteases asparticas secretadas (SAPS), envolvidas na degradacéo tecidual
e invasdo (MEILLER et al, 2009).

A secrecdo de aspartil proteases (Sapl - Sap10) é um importante determinante de viruléncia
de C. albicans (NAGLIK et al, 1999; HUBE et al, 2001.; MONOD et al., 2002). Saps
facilitam a invasdo e colonizacdo dos tecidos do hospedeiro pela ruptura das membranas
mucosas (RUCHEL et al., 1992) e por importante degradacdo imunoldgica da defesa
estrutural da proteinas (PICHOVA et al., 2001). Em relagdo a C. glabrata, apenas um Gnico
estudo demonstrou que esta espécie é capaz de produzir protease, mas o tipo de proteinase
ndo foi especificada (CHAKRABARTI et al., 1991). Além disso, quando comparado com C.
albicans, C. parapsilosis, tem uma baixa actividade de SAP (KOBAYASHI et al., 2004).
Apenas trés genes SAP tém sido identificados em C. parapsilosis (SAP 1-3), dois dos quais
permanecem largamente descaracterizados (MERKEROVA et al., 2006). A isoenzima
SAP1no entanto foi caracterizada bioquimicamente (Fusek et al, 1994;. et Pichova al, 2001.;
Dostal et al., 2005) e SAP2, produz uma proteinase funcional que constitui cerca de 20% da
SAP isolados de sobrenadante de cultura (FUSEK et al., 1993). Nenhum estudo analisou ou
caracterizou SAP2 ou SAP3. No entanto, ha uma tendéncia relacionada a producéo da SAP e
local de isolamento, uma vez que tanto isolados de C. parapsilosis de origem vaginal e de
pele exibem maior actividade na SAP in vitro do que os isolados de sangue (CASSONE et al,
1995.; DAGDEVIREN et al., 2005). Tal como acontece com C. albicans, estudos in vitro
revelam que C. tropicalis é capaz de secretar niveis elevados de SAPs em um meio contendo

albumina de soro bovino (BSA) como Unica fonte de nitrogénio.

A producéo de fosfolipases e proteases, bem como a capacidade de ades@o do microrganismo
as superficies celulares sdo considerados fatores importantes de viruléncia, que facilitam o
estabelecimento de infecgéo, principalmente por fungos oportunistas (YANG et al, 2003).
Segundo alguns autores, proteases e fosfolipase sdo produzidos em taxas elevadas por
especies de C. albicans, enquanto as espécies de Candida ndo-albicans em geral, apresentam
baixos niveis destas enzimas (GOKCE et al 2007). Koga-Ito colaboradores (2006), mostraram
um aumento da producéo de proteinase e fosfolipase em linhagens de C. albicans isoladas de
pacientes com candidiase oral quando comparado com aquelas isoladas de individuos

controle. No nosso trabalho, proteinases e fosfolipases foram detectadas em C. albicans em
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frequéncia de 6,4% e 37,1% respectivamente; em espécies ndo-albicans, ocorréncia foi de
33,8% e 14,5%, respectivamente. Avrella & Goulart (2008), mostraram que 100% das
amostras de C. albicans obtidos da cavidade oral de pacientes submetidos ao tratamento

quimioterapico, produziram fosfolipase apresentando uma alta atividade enzimatica.

Deorukhkar e colaboradores (2014), ao avaliar as amostras de C. tropicalis recuperadas de
diferentes especimes clinicos, verificaram que 72 (57,6%) das amostras apresentaram
atividade de fosfolipase. Esta producéo foi mais elevada em C. tropicalis recuperadas de swab
vaginal e sangue. A atividade de proteinase que foi demonstrada em 65 (52%) isolados. A
producéo de proteinase foi elevada em C. tropicalis isolado da secrecéo vaginal e amostras de

orofaringe.

Em um trabalho semelhante, Mattei e colaboradores (2013) verificaram que a atividade de
fosfolipase foi detectada em 78% (120/153) das amostras de C. albicans e a atividade de
protease foi detectada em 97% (148/153) dos isolados. Também, foi verificado que a maioria
das amostras de C. albicans apresentou alta atividade enzimatica para protease e menor
atividade fosfolipase. Destes isolados estudados, 73% produziram tanto fosfolipase quanto
proteinase.

Em um estudo desenvolvido por Mohan & Ballal (2011), verificou-se que a atividade de
proteinase foi detectada em 89 (80,18%) das amostras e a atividade fosfolipase foi detectada
em 49 (44,14%) sendo que esta producdo enzimatica foi visualizada em um maior nimero de
amostras de C. albicans seguido de C. krusei e C. tropicalis. Em outra pesquisa desenvolvida
por estes autores no ano de 2008, para verificar a atividade de proteinase e fosfolipase como
fatores de viruléncia em espécies de Candida isoladas do sangue, pode ser observado que a
percentagem de amostras que produziram quantidades detectaveis de proteinase e fosfolipase
foi 74,56% e 44,73% respectivamente.

Mahmoudabadi e colaboradores (2010), ao verificar a atividade de fosfolipase de C. albicans
a partir de amostras provenientes da mucosa vaginal e urina desmonstraram que 100% das

amostras foram positivas para a producéo extracelular de fosfolipase.

A aderéncia é outro fator de viruléncia considerado extremamente importante em leveduras

porque a colonizacdo e infeccdo dos tecidos bucais estdo diretamente relacionadas a sua
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capacidade de aderéncia (LIN et al, 2014; MACHADO et al, 2011; BARRETT-BEE et al,
1985). A atividade de fosfolipase mais elevada esté relacionada com uma aderéncia mais forte
as celulas epiteliais e maior patogenicidade (BARRETT-BEE et al, 1985). No presente
estudo, as amostras que apresentaram maior atividade de fosfolipase, foram as amostras que

também apresentaram uma maior capacidade de adeso.

Segundo Sardi e colaboradores (2013), o principal fator de colonizacdo fingica humana nos
tecidos € a adesdo a superficies; este processo € controlado e induzido por varias cascatas de
sinalizacdo celular entre o fungo e o meio ambiente. Além disso, espécies de Candida podem
aderir as superficies formando biofilmes (LI et al., 2003). O fendmeno da adesdo é exibido
por proteinas de superficie especializadas, denominados adesinas, que especificamente se
ligam a aminoacidos e acgucares na superficie de outras células ou promovem a aderéncia a
superficies abioticas (VERSTREPEN & KLIS, 2006).

No presente trabalho, as amostras isoladas da cavidade oral dos individuos com cancer foram
mais aderentes que aquelas isoladas do grupo controle. O mesmo foi relatado por Machado e
colaboradores (2011), em amostras de Candida recuperadas de pacientes com periodontite

cronica.

Em outra pesquisa desenvolvida por Deorukhkar e colaboradores (2014), foi possivel
observar que 42,4% das amostras de C. tropicalis provenientes de amostras de urina e sangue

possuiam alta capacidade de aderir formando biofilme.

6.5 Avaliacdo do perfil de suscetibilidade a agentes antifungicos das amostras de
Candida spp.

No presente trabalho 96,7% das amostras de C. albicans provenientes dos individuos com
cancer, foram sensiveis & anfotericina B, 73,3% ao fluconazol e cetoconazol, 63,3% ao
voriconazol e 60% ao isoconazol. Para as amostras de C. albicans provenientes de individuos
do grupo controle, 100% foram sensiveis a anfotericina B, fluconazol e cetoconazol, 84,6% ao
voriconazol, e para o isoconazol 92% apresentaram sensibilidade. Estes isolados de
individuos higidos também apresentaram um grau elevado de sensibilidade conforme

observado na literatura.
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Numerosos estudos a respeito da determinagdo do CIM para as amostras de Candida spp. séo
encontrados na literatura nos ultimos anos, devido a incidéncia de candidiases invasivas que
aumentou dramaticamente (SAGHROUNI et al., 2011), juntamente com um aumento no
isolamento de espécies resistentes aos medicamentos comumente usados em terapéutica. Os
pacientes submetidos a radioterapia por apresentarem cancer de cabeca e pescogo representam
um sério desafio em relagdo as complicacOes orais pds-tratamento derivadas de radioterapia
(LALLA et al., 2010).

Em estudo desenvolvido por Guzel e colaboradores (2013), todos isolados de C. krusei
provenientes de mulheres turcas com vaginite foram sensiveis a anfotericina B, caspofungina,
cetoconazol e miconazol. Resistencia ao fluconazol foi de 57,1% dos isolados. Sensibilidade
ao itraconazol e voriconazol foi detectada em 42,9% e 67,9% dos isolados, respectivamente.
Segundo Deorukhkar e colaboradores (2014), a resisténcia a anfotericina B foi vista em 22

(17,6%) das amostras de C. tropicalis isoladas da urina, mucosa vaginal, orofaringe e sangue.

Em outro estudo, desenvolvido por Corzo-Leon e colaboradores (2014), fazendo um
levantamento de infec¢bes por Candida spp. na corrente sanguinea em dois hospitais
mexicanos, observaram que 100% das amostras de C. albicans, C. Tropicalis e C.
parapsilosis foram sensiveis a anfotericina B e ao Azolicos. Onze por cento dos isolados de
C. glabrata foram resistentes ao fluconazol, posaconazol e voriconazol. Em outra pesquisa
realizada por Dolande Franco e colaboradores (2008), observou-se que dentre os isolados de
Candida provenientes de seis centros de saude na Venezuela, 100% das amostras de C.
albicans apresentaram sensibilidade a anfotericina B e voriconazol e 92,6% ao fluconazol e

97,4% ao isoconazol.

C. tropicalis s6 foi isolada dos individuos com cancer e 100% foram sensiveis a anfotericina
B, 33% ao fluconazol, 50% ao voriconazol, 83% ao isoconazol e 67% ao cetoconazol,
mostrando que a maioria das amostras apresentou sensibilidade aos antifingicos testados,
com excessdo do fluconazol que apresentou um percentual baixo. O mesmo foi observado por
Deorukhkar e colaboradores (2014), ao verificar o perfil de sensibilidade a antifingicos de
amostras de C. tropicalis, demonstraram que 71,2% apresentaram resisténcia ao fluconazol
seguido pelo cetoconazol com 68%. No presente estudo, 67% das C. tropicalis isoladas dos
pacientes com cancer apresentaram resisténcia a este mesmo antifungico, o que difere das

amostras isoladas de candidiase vulvovaginal estudadas por Ragunathan e colaboradores
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(2014), que mostraram 35 (87,5%) das amostras sensiveis ao fluconazol, 3 (7,5%)
moderadamente sensiveis e apenas 2 (2,5%) resistentes.

No trabalho desenvolvido por Katsuragi e colaboradores (2014), foi relatado que 100% das
amostras de C. albicans foram sensiveis a todos os antiflngicos testados. Todas as amostras
de C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis foram sensiveis a anfotericina B. Neste mesmo
trabalho, 5,6% das amostras de C. parapsilosis foram resistentes ao fluconazol e 25% ao
itraconazol. C. glabrata apresentou resisténcia ao fluconazol (19,1%), itraconazol (100%) e
voriconazol (14,3%). C. tropicalis apresentou resiténcia ao fluconazol e itraconazol em

36,4%, e 72,7% das amostras, respectivamente.

WILLE e colaboradores (2014), em um levantamento epidemioldgico de candidemia em um
hospital no Brasil, verificaram que a resisténcia ao fluconazol foi encontrada em 2,47%
(8/323) das espécies. As espécies que mais apresentaram resisténcia a esta droga foram C.
krusei (2/3, 66,7%) e C. glabrata (2/15, 13,3%).

Os azolicos e anfotericina B continuam sendo as drogas mais comuns para o tratamento de
infeccBes flngicas (SCHWARZMULLER et al, 2014). A reduzida suscetibilidade aos
azolicos na maioria dos isolados clinicos de C. glabrata, é considerada um dos principais
contribuintes para o aumento da prevaléncia clinica deste patogeno (PFALLER et al, 2012).
No presente trabalho, com relacdo as anostras de C. glabrata provenientes dos pacientes com
cancer 100% das amostras apresentaram sensibilidade anfotericina B, fluconazol, isoconazol e
cetoconazol e para o voriconazol 80%. Para o grupo controle, 100% das amstras apresentaram
sensibilidade a todos os antifungicos testados, demonstrando elevada sensibilidade das
leveduras as drogas utilizadas. Em um estudo desenvolvido por Mishra e colaboradores
(2014), no intuito de verificar o perfil de susceptibicidade das leveduras isoladas do trato
urinario de pacientes cateterizados, foi demonstrado que 100% das amostras de C. glabrata
foram resistentes ao fluconazol, 23% ao cetoconazol e apenas 7,60% foram resistentes a

anfotericina B.

No presente trabalho, foi observado que 80% das amostras de C. krusei provenientes dos
pacientes com cancer, apresentaram sensibilidade a anfotericina B, isoconazol e cetoconazol e
60% para o fluconazol e voriconazol. Ja para as leveduras do grupo controle, foi observado

que 100% das amostras apresentaram sensibilidade aos antifungicos. Ao verificar esta mesma
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espécie em um estudo desenvolvido por Mishra e colaboradores (2014), 100% das amostras
apresentaram resisténcia ao fluconazol, porém somente 12,5% apresentaram resisténcia a
anfotericina B. Em um estudo desenvolvido por Dolande Franco e colaboradores (2008), ao
verificar a susceptibilidade de amostras de Candida em seis centros de saude na Venezuela,
foi possivel determinar que a espécie que apresentou maior resisténcia aos antifungicos
testados foi C. krusei com 96% de resisténcia para ao fluconazol e 94% ao isoconazol. Para

anfotericina-B, 100% destas mesmas amostras apresentaram sensibilidade.

No presente trabalho, 100% das amostras de C. parapsilosis provenientes dos individuos com
cancer apresentaram sensibilidade a anforeticina B, voriconazol, isoconazol e cetoconazol e
83,3% para o fluconazol. Mesmo havendo algumas amostras resistentes, foi possivel verificar
um indice elevado de sensibilidade nas leveduras isoladas. Todas as amostras do grupo

controle do presente estudo foram sensiveis aos antifungicos testados.

Estes dados podem ser comparados com os encontrados por Premkumar e colaboradores
(2014), que ao investigarem a diversidade de espécies de Candida na cavidade oral,
colonizagdo e suscetibilidade antifungica, observaram que 100% das amostras de C.
parapsilosis recuperados de individuos diabéticos adultos apresentaram sensibilidade ao
fluconazol. Em um estudo desenvolvido por Dharmik e colaboradores (2014), em mulheres
com vulvovaginite na India causada por diferentes espécies de Candida 97,2% das amostras
foram sensiveis ao fluconazol, sendo esta a droga que apresentou maior indice de

sensibilidade.

Vijaya e colaboradores (2014), ao verificar a candidiase vulvovaginal em mulheres no periodo
de novembro de 2011 a outubro de 2012 na India, observaram que 100% das amostras de C.
parapsilosis foram resistentes ao fluconazol, porém para estas mesmas leveduras 100%
apresentaram sensibilidade ao voriconazol. A espécie C. albicans apresentou 91,4% de

sensibilidade ao fluconazol e ao voriconazol.

No presente estudo, C. lusitaniae s6 foi isolada dos pacientes com céncer. Estas leveduras
apresentaram 100% de sensibilidade a anfotericina B, fluconazol e isoconazol. Para o
voriconazol e cetoconazol 60% e 80% foram sensiveis respectivamente. O mesmo pode ser
observado por Pfaller e colaboradores (2012), ao determinar as distribui¢cbes da CIM para

anfotericina B, flucitosina, e itraconazol em isolados de Candida spp., observaram que 100%


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mishra%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24701478
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das linhagens de C. lusitaniae apresentaram sensibilidade & anfotericina B, 95,3% a
flucitosina e 95,8% ao itraconazol, mostrando uma sensibilidade elevada desses isolados aos
antifangicos testados. Em amostras de C. lusitaniae provenientes de pacientes HIV positivo
em uma pesquisa desenvolvida por Junqueira e colaboradores (2012), verificou-se que todas
as amostras apresentaram sensibilidade para anfotericina B e ao fluconazol também

demonstrando concordancia com os resultados apresentados no presente trabalho.

Segundo Yashavanth e colaboradores (2013), ao observarem a prevaléncia de candiduria e a
susceptibilidade antifungica em amostras de Candida em pacientes hospitalizados,
verificaram que as amostras eram mais susceptiveis a anfotericina B (91%) comparada com
voriconazol (72,72%) e fluconazol (66,66%). Sandoval-Denis e colaboradores (2014), ao
avaliar a atividade de antifungicos, verificaram que a anfotericina B mostrou atividade
fungicida in vitro, enquanto que o fluconazol e caspofungina exerceram atividade fungistatica

em infecgcdo murina por C. lusitaniae.

6.6 Caracterizagdo das citocinas no soro dos pacientes

A inflamacdo aguda € uma resposta a uma alteragdo induzida por um agente patogénico ou de
uma agressao fisica ou quimica, a qual funciona eliminando a fonte do dano e restaurando a
homeostase do tecido afectado. No entanto, a inflamagdo cronica provoca eventos celulares
qgue podem promover a transformacdo maligna de células e de carcinogénese. Diversos
mediadores inflamatérios, tais como TNF-a, IL-6, TGF-p, e IL-10 tém sido mostrados como
participantes tanto na iniciacdo como na progressao do cancer (LANDSKRON et al., 2014).

O desenvolvimento e o reaparecimento de tumores sdo considerados como sendo o resultado
da resisténcia a terapia e evasdo a partir da reacdo imunolégica do hospedeiro (DRANOFF,
2002). As celulas inflamatorias e citocinas estabelecem um microambiente inflamatorio do
tumor, o qual é um componente essencial de todos 0s tumores e esta envolvido em progressao
tumoral, através da promocdo da proliferacdo, sobrevivéncia, migracao e evasdo do sistema
imune (WHITESIDE, 2008). As células do sistema imunologico e moléculas secretadas por
estas células dentro do microambiente do tumor tém dois papéis decisivos na imunidade
antitumoral e evasdo imune (MOORE et al., 2010). Embora essa resposta inflamatdria possa

suprimir tumores, também podem facilitar o desenvolvimento do céncer e evasao através de
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maltiplos caminhos de sinalizagdo. Estudos anteriores demonstraram que a maioria das

citocinas inflamatorias promove a proliferacao de células tumorais (GERMANO et al., 2008).

Trabalhos na literatura demonstram que a interleucina IL-10 esta envolvida na formacdo de
tumor (ZHOU et al., 2014). As células tumorais também podem secretar 1L-10, como o0s
macrofagos tumorais infiltrantes (COSTA et al., 2013). Quando a IL-10 se liga ao seu
receptor de tirosina, Jakl e Tyk2 quinases fosforilam um dominio intracelular de IL-10R,
permitindo a sua interagdo com STAT1, STAT3, STATS e, favorecendo a translocacdo STAT
para o nucleo e a inducdo da expressdo do gene. Ja a citocina pré-inflamatéria interleucina 17
(IL-17) e considerada importante para desempenhar um papel crucial em diversos tumores
humanos; no entanto, o seu papel na progressdo da doenga permanece controverso. Embora o
mecanismo exato ainda ndo esteja claro, esse paradoxo pode ser explicado pela concentracao

de IL-17 ou a natureza e a quantidade de células que expressam IL-17 (WANG et al., 2013).

Fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢ um mediador inflamatério, que tem sido implicado na
carcinogénese, devido a sua participacdo nas doencas inflamatdrias cronicas (POPA et al,
2007). Os efeitos de TNF-o parecem ser mais importante nos estagios iniciais da
carcinogénese, incluindo a angiogénese e invasdo, e contra a progressao da carcinogénese
(SZLOSAREK et al, 2006). Ha controvérsia, no entanto, sobre o papel do TNF-a no cancer;
concentracdes elevadas dessa citocina pode induzir uma resposta antitumoral em um modelo
murino de sarcoma. Em contrapartida, baixos niveis de producdo, pode induzir um fenétipo
tumoral. Um estudo realizado por Kwong e colaboradores (2009) investigando TNF-a
associado a tumorgénese usando células epiteliais de ovario humano normal expostas a uma
dose prolongada deste fator demonstrou a geracdo de um fenotipo pré-canceroso com
alteracdes estruturais e funcionais, tais como desorganizacdo do tecido, perda de polaridade

epitelial, invasao celular, e superexpressao de marcadores de cancer (KWONG et al., 2009).

H& também evidéncias de que a exposicdo prolongada ao TNF-a pode aumentar a propor¢éo
de células estaminais do cancer em carcinoma epidermdide de boca, aumentando a sua esfera
de capacidade na formagdo do tumor, células-tronco, fator de expressdo da transcrigdo e
tumorgenicidade (LEE et al, 2012).

No presente trabalho foi observado que os pacientes com cancer apresentaram uma elevada

producdo das citocinas inflamatérias 1L2, IL10, TNF, IFN-y e IL17 em relagdo ao grupo
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controle. Segundo Wang e colaboradores, (2013), algumas evidéncias indicam que ndo é a
inflamacdo em si, mas o contexto inflamatorio que determina a capacidade de fatores pro-
inflamatdrios em facilitar ou impedir o crescimento do tumor. Recentemente, foi demonstrado
que, em carcinoma hepatocelular, as células que expressam IL-17 estdo predominantemente
aumentados na regido do estroma peritumoral, onde eles promovem a progressédo da doenca
através do recrutamento de neutrofilos e estimulando a angiogénese na borda da invasdo
adjacente dos tumores. Os resultados descritos por Wang e colaboradores (2013), indicam que
a maioria das células que expressam IL-17 em tecidos indiferenciados in situ sdo mastocitos
(WANG et al., 2013).

Os resultados do presente trabalho demonstram que em pacientes com cancer orogastrico, as
citocinas inflamatdrias apresentaram valores de concentracdo no soro estatisticamente
significativos em relacdo aos valores detectados para o grupo controle, o que demonstra
concordancia com a literatura (Figura 19). Segundo Eiré et al, 2012 e Wanlu et al., 2013, o
desenvolvimento do cancer a partir da inflamacdo pode ser um processo conduzido por
células inflamatorias, bem como uma variedade de mediadores quimicos. O papel da
inflamacdo no desenvolvimento do céncer foi descrito em 1863, por Rudolf Virchow. Suas
observacgdes mostraram que as células inflamatdrias infiltrando os tumores originou a hipétese
de que o cancer surge a partir de sitios inflamatdrios. Mais recentemente, a inflamacao tem se
mostrado ser um componente critico na progressdo do tumor (BALKWILL and
MANTOVANI, 2001; LANDSKRON et al., 2014) provocando eventos celulares que podem
promover a transformacdo maligna de células e de carcinogénese. Embora ndo tenhamos
analisado o fénotipo das células produtoras dessas citocinas, como, por exemplo, células
inflamatdrias, este microambiente inflamatorio poderia ser um fator primordial para o
desenvolvimento do cancer. Além disso, em Varios tipos de cancer o seu surgimento tem sido
observado a partir de locais de infeccdo e inflamacdo (HUSSAIN et al, 2007; LANDSKRON,
2014). As células do sistema imunoldgico e moléeculas secretadas por estas células dentro do
microambiente do tumor tém dois papéis decisivos na imunidade antitumoral e evasdo do
sistema imune (MOORE et al., 2010; WANLU et al., 2013). As células inflamatorias e
citocinas estabelecem um microambiente inflamatorio no tumor, o qual é um componente
essencial em todos os tumores e esta envolvido na progressdo tumoral, através da promocao
da proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e evasdo do sistema imune (DEMARIA et al., 2010;
WANLU et al., 2013).
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Estudos anteriores in vitro com células humanas, bem como carcinoma de células escamosas
(CCE) demonstraram que a concentragdo de certa citocinas pro-inflamatdrias, citocinas pro-
angiogénicas como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina IL-1, IL-6 e IL-8 estdo
aumentadas. Ha evidéncias de que as citocinas sdo produzidas de um modo desregulado em
cancer orofaringeo (CCE) e que tém funcBes no crescimento celular, invasdo, interrup¢do na
supressdo do tumor e no estado imune (RHODUS et al, 2005; SAHEBJAMEE 2008). Neste
estudo, os individuos com cancer orogastrico (CCE) também apresentaram niveis elevados de
TNF-0, mostrando uma relacdo intima com estes tipos de tumores, o que diferencia dos

individuos controle.

Foi visualizado no presente estudo, que os individuos com cancer orogastrico também
apresentaram um elevado nivel de IL-10 no soro em relagcdo ao grupo controle, apresentando
concordancia com dados obtidos na literatura (Figura 19). Outros autores tem demontrado que
a IL-10 desempenha um papel na carcinogénese considerado controverso, sendo um factor de
promocdo e inibi¢do de tumores (MOCELLIN et al, 2005). Em carcinogénese colorretal, a IL-
10 promove o crescimento do cancer, em vez de inibir, através da sua atividade
imunossupressora (STANILOV et al, 2010; WANG et al.,, 2013). Estudos anteriores
sugeriram que o aumento da IL-10 pode controlar respostas inflamatérias e desenvolvimento
de cancer (CARUSO et al, 2009; WANG et al., 2013) e constituem um fator de risco para a
carcinogénese. No entanto, em certos tipos de cancer, a baixa expressdao de IL-10 pode
constituir um fator de risco para a doenca ou progressao da doenca. A baixa producédo da IL-
10 esta associado com um maior risco de adenocarcinoma gastrico, o que pode estar
relacionado com o papel da IL-10 como uma citoquina anti-inflamatéria que regula
negativamente a IL-1B, TNF-a e IFN-y que sdo citocina pro-inflamatéria (WANG et al.,
2013).

A citocina pro-inflamatoria IL-17 recentemente, foi identificada como um mediador
importante na patogénese de diversos tumores humanos e é capaz de ser pré6 ou
antitumorgénico (MURUGAIYAN 2009; WANG et al., 2013). Ja a IL-17 tem a funcéo de
estimular a proliferacdo e recrutamento de neutrofilos (YANG et al, 2008; STEWART 2014),
que sd@o mediadores criticos da angiogénese, remodelacdo para o tecido, e pode promover um
dano no DNA através da producdo de radicais de oxigénio. No entanto, a célula Thl7 é
encontrada em frequéncia elevada em muitos canceres humanos e sua presenga ou a expressao

de IL-17A esta associada com mau progndstico no carcinoma hepatocelular (HCC), cancer
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colorretal, cancer de mama e céancer de pancreas (MARTIN et al, 2012; STEWART 2014).
Segundo Piva et al (2013), o controle destes mediadores inflamatdrios podem prevenir a
transformacédo maligna na cavidade oral. No presente estudo também foi quantificado a I1L-17
no soro dos individuos com cancer em realcdo ao grupo controle e a mesma apresentou-se

elevada, com valores estatisticamente significativos.

Dois conceitos importantes nos Gltimos anos tiveram um impacto significativo sobre a
compreensdo da imunidade fungica. Em primeiro lugar, a descoberta de receptores de lectina
do tipo C (CLRs) como elementos fungicos que sdo reconhecidos pelos mecanismos de
resposta imune inata. Em segundo lugar, a descoberta de células Th17 como uma populacéo
de celulas T helper, revelando um papel fundamental na imunidade antifungica
(HERNANDEZ-SANTOS & GAFFEN, 2012). O sistema imune inato proporciona a primeira
linha de defesa contra patdgenos fungicos através da fagocitose e morte de patdgenos
invasores, bem como através da ativacdo da imunidade adaptativa, através da apresentagdo de
antigenos e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias. A imunidade adaptativa estimula a
respostas do hospedeiro, através da producdo de citocinas por células Thl, tais como IFN-y
e resposta humoral Th2 que podem ter efeitos negativos, anti-inflamatorios pela liberacdo de
interleucina IL-4 e IL-10. A interacdo entre Thl e Th2 para combater a infec¢do por Candida
é complexa, mas fundamental para a resposta a esta patdgeno. Estudos anteriores
demonstraram que respostas do tipo Thl sdo essenciais para a erradicacdo de Candida
(JOHNSON et al, 2012). Gasparoto e colaboradores (2012), em um estudo realizado com
individuos idosos, demonstraram que a citocina imunorreguladora IL-10, tem a capacidade de
inibir a IL-12 e IFN-y, favorecendo uma resposta imune tipo Il e mostrando que este tipo de
resposta (Th2) esta associado com a susceptibilidade do hospedeiro a infeccao por C. albicans
(GASPAROTO, 2012). Segundo JINGBO XIONG et al, 2000, espécies de Candida
apresentam como fator de viruléncia a capacidade de induzir seletivamente um aumento de
IL-10, com a inibicdo simultanea de IL-12, de células T e IFN-y permitindo uma
susceptibilidade maior do individuo a candidiase (JINGBO XIONG et al, 2000). Os
individuos com cancer que fizeram parte do estudo, apresentaram 0s niveis para as citocinas

IL-2, IFN-y e IL-10 elevados apresentando uma resposta tanto Thl como Th2.
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Ja com relacdo a producdo de citocinas e ao tipo de tumor, no presente estudo ndo foi possivel
visualizar diferenca estatistica entre eles embora para o cancer de estbmago para as citocinas

IL-10, TNF, IFN-y e IL-17 foi apresentado um leve aumento.

Pesquisa desenvolvida por Ferri e colaboradores (2013), mostrou que os niveis das citocinas
pro-inflamatorias IL-6, IL-8, IL-1b, TNF-a foram significativamente maiores em pacientes
com cancer colorretal comparado com doadores saudaveis e que tais diferencas aumentam
progressivamente com o estagio do tumor. Com relagdo ao grupo com cancer colorretal em
fase precoce (I-11) comparado ao avancado (I11-1V), todas as citocinas estudadas apresentaram
um aumento significativo nos individuos que apresentavam o tumor em estagio mais
avancado, com excecdo do TNF-a.. No presente estudo foi observado que o perfil de citocinas
obtidos nos individuos com cancer orogastrico, relacionando ao seu estadiamento, para 0s
individuos que foram classificados no estadiamento T3/T4 apresentou diferenca estatistica
somente para a citocina IL-10 em relagcdo aos que apresentavam o tumor no estadio T1/T2.
Schoof e colaboradores (2013) verificaram que os niveis elevados de IL-10 estdo associados a
um mau prognostico em individuos que apresentam linfoma de Hodgkin, mostrando

correlagdo com o encontrado no trabalho atual.

Embora o tabagismo seja considerado um fator de risco para os individuos com cancer
orogastrico, em se tratando de resposta imune e este fator de risco, no presente estudo nao foi
possivel visualizar diferenca estatistica quando analisados a média dos valores entre 0s grupos
tabagistas e ndo tabagistas. J& com relacdo ao habito do etilismo, foi observado o aumento de

IFN-y no grupo que ndo apresentava este habito.

H& mais de trinta anos atras, Doll e Peto (1981) descreveram o papel da contribuicdo do
estilo de vida, dieta, em particular, sobre a incidéncia de cancer. Eles estimaram que um
terco de todos os casos de cancer poderiam ser evitados por uma alimentagdo mais
saudavel (WICKI & HAGMANN, 2011; DOLL & PETO, 1981).

Desde o final de 1950, ja foi levantado a hipdtese de uma dieta rica em gordura estar
contribuindo para a carcinogénese e a promogao de um resultado ruim em pacientes com
cancer (HIRSCH et al, 2010).
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Alguns autores tém demonstrado a importancia da nutricdo para os individuos com cancer.
Segundo Al-Wahab e colaboradores (2014), um excesso calorico, responde como um
factor de promocao do tumor, enquanto que a diminuicdo na ingestdo de energia através de
restricdo caldrica tem mostrado retardar a progressdo do cancer. O efeito da ingestdo de
energia na progressdo do cancer de ovario foi investigado em modelos de camundongos
imunocompetentes para o cancer epitelial e de ovario, mantido em um regime de dieta
regular, dieta de alta energia e dieta com calorias restrita. Avaliacdo do tumor revelou que
0s camundongos do grupo com dieta apresentando alto valor energético exibiram a
formacdo de tumores mais extenso, acompanhado de um aumento dos niveis de insulina,
leptina, e a IL-6. Por outro lado, o grupo de camundongos com dieta caldrica restrita
exibiu menos da carga tumoral associada com uma reducdo significativa nos niveis de
insulina, leptina e IL-6. Enquanto o papel de uma dieta rica em energia para o cancer de
ovario nao foi confirmada na literatura, os resultados atuais permitem investigar o impacto
potencial da dieta sendo utilizado como complemento a outras terapias anticancer e como
possivel estratégia de tratamento individualizado do cancer de ovéario (AL-WAHAB et al,
2014).

No presente estudo, observando o estado nutricional dos pacientes com céncer, ndo foi
observado diferenca estatisticamente significativa para as citocinas estudadas, apesar de ter
sido possivel visualizar um leve aumento para as citocinas I1L-2, TNF-o e IFNy entre 0s
individuos do grupo desnutrido quando comparado com o0 grupo moderadamente

desnutrido e nutrido.

Enquanto o progresso tem sido feito para que haja compreensdo dos mecanismos de acao
destas citocinas no processo tumorigénico, estabelecer uma relacdo entre a expressdo de
citocinas e a progressdo da doenca, a sobrevivéncia, e a resposta a terapia continua a ser um
grande desafio ((LANDSKRON et al, 2014).



115

7 CONCLUSOES

1. Leveduras do género Candida foram isoladas dos pacientes com cancer. O estado de
portador de Candida encontrado nos pacientes com céancer orogastrico foi de 85%. Para o
grupo controle o nimero de individuos portadores de Candida foi de 59%;

2. As técnicas fenotipicas utilizadas para identificacdo de leveduras se mostraram eficientes

podendo chegar ao nivel de espécie com seguranca;

3. A espécie C. albicans foi a espécie mais prevalente na maioria das amostras recuperados
dos pacientes com cancer orogastrico com 48,3%, em segundo lugar C. glabrata com 14,5%,
em terceiro lugar C. parapsilosis representando 13%, C. tropicalis em quarto com 9,7%, C.

lusitnaniae com 8,1% e por Ultimo C. krusei com 6,4%);

4. Para o grupo controle, a espécie C. albicans também foi a mais prevalente representando
66,7% dos isolados, seguido de C. parapsilosis com 23,8% e C. glabrata e C. krusei com
4,8% cada;

5. Quanto aos fatores de viruléncia, as amostras de Candida obtidas da cavidade oral dos
individuos com céncer orogastico, foram mais aderentes do que aquelas obtidas da cavidade
oral de pessoas sem alteracdo (grupo controle) da mucosa oral,

6. Quanto a producdo de fosfolipase pelas amostras de Candida isoladas do grupo teste,
51,6% foram considerados positivos na liberacdo desta enzima enquanto que para 0 grupo
controle, das amostras identificadas 61,9% foram positivas. Das amostras de pacientes com
cancer, a producéo da enzima proteinase foi visualizada em 41,9% destas amostras, sendo um

namero bem maior do que as isoladas do grupo controle, que foi apenas de 4,8%);

7. A concentracdo inibitoria minima (CIM) determinada pela técnica de microdiluicdo
padronizada pelo CLSI mostrou ser um meétodo eficiente para determinar a susceptibilidade

aos antifungicos dos isolados de Candida spp. testados;

8. Os resultados gerados pelo CIM mostram ocorréncia de sensibilidade entre os isolados

para todos os antifungicos testados;
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9. As drogas antifungicas as quais as amostras apresentaram maior susceptibilidade foram

anfotericina B, isoconazol e cetoconazol;

10. Os pacientes com cancer orogastrico apresentaram um aumento estatisticamente
significativo nos niveis de citocinas IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-ye IL-17 em relacdo aos

individuos do grupo controle (saudaveis);

11. Com relacéo a localizacdo do tumor ndo foi visualizado diferenga estatistica entre os

niveis de citocinas retiradas do grupo com cancer de boca, estbmago e pescoco;

12. Para as citocinas observadas com relacdo ao estadiamento do tumor, foi possivel observar
diferenca estatistica entre os grupos T1/T2 e T3/T4 somente para a citocina 1L10;

13. Diante do héabito de fumar, ndo foi possivel visualizar diferenca estatistica quando

analisadas a média dos valores entre 0s grupos tabagistas e ndo tabagistas;

14. Entre os individuos com cancer orogastrico que apresentavam o habito de beber ou ndo,

foi observado o aumento de IFN-y no grupo que néo apresentava etilismo;

15. Com relacdo ao sexo, ndo foi visualizada diferenca estatistica na producdo das citocinas

estudadas nos individuos com cancer orogastrico;

16. Com relacdo ao sexo feminino nos individuos controle e os pacientes com cancer
orogastrico, foi possivel observar uma diferenca estatistica entre as citocinas IL-2, TNF-

a e IFN-y estudadas quando analisadas a média do valor;

17. Para os individuos do sexo masculino, houve uma diferenca estatisticamente significativa
quando analisada a média do valor para os pacientes com céncer orogastrico em relagdo ao
grupo controle, frente a maioria das citocinas quantificadas, IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-
17,
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18. De acordo com o estado nutricional dos pacientes com cancer orogastrico, ndo foi
observado aumento estatisticamente significativo para as citocinas estudadas quando

analisadas a média do valor para estas citocinas.

19. Leveduras do género Candida foram isoladas dos pacientes com cancer. O nimero de
portador de Candida encontrado nos pacientes com cancer orogastrico foi de 85%. Para o

grupo controle o niumero de individuos portadores de Candida foi de 59%;

20. As técnicas fenotipicas utilizadas para identificacdo de leveduras se mostraram eficientes

podendo chegar ao nivel de espécie com seguranca.

21. A espécie C. albicans foi a espécie mais prevalente na maioria das amostras recuperados
dos pacientes com cancer orogéastrico com 48,3%, em segundo lugar C. glabrata com 14,5%,
em terceiro lugar C. parapsilosis representando 13%, C. tropicalis em quarto com 9,7%, C.

lusitnaniae com 8,1% e por ultimo C. krusei com 6,4%;

22. Para o grupo controle, a espécie C. albicans também foi a mais prevalente representando
66,7% dos isolados, seguido de C. parapsilosis com 23,8% e C. glabrata e C. krusei com
4,8% cada;

23. Quanto aos fatores de viruléncia, as amostras de Candida obtidas da cavidade oral dos
individuos com céncer orogastico, foram mais aderentes do que aquelas obtidas da cavidade
oral de pessoas sem alteragdo (grupo controle) da mucosa oral,

24. Quanto a producdo de fosfolipase pelas amostras de Candida isoladas do grupo teste,
51,6% foram considerados positivos na liberacdo desta enzima engquanto que para 0 grupo
controle, das amostras identificadas 61,9% foram positivas. Das amostras de pacientes com
cancer, a producdo da enzima proteinase foi visualizada em 41,9% destas amostras, sendo um

namero bem maior do que as isoladas do grupo controle, que foi apenas de 4,8%);

25. A concentracdo inibitoria minima (CIM) determinada pela técnica de microdiluicéo
padronizada pelo CLSI mostrou ser um método eficiente para determinar a susceptibilidade

aos antifungicos dos isolados de Candida spp. testados;
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26. Os resultados gerados pelo CIM mostram ocorréncia de sensibilidade entre os isolados
para todos os antifingicos testados;

27. As drogas antifingicas as quais as amostras apresentaram maior susceptibilidade foram

anfotericina B, isoconazol e cetoconazol.

28. Os pacientes com cancer orogastrico apresentaram um aumento estatisticamente
significativo nos niveis de citocinas IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-ye IL-17 em relacdo aos

individuos do grupo controle (saudaveis);

29. Com relacdo a localizacdo do tumor ndo foi visualizado diferenca estatistica entre os

niveis de citocinas retiradas do grupo com cancer de boca, estbmago e pescoco;

30. Para as citocinas observadas com relacdo ao estadiamento do tumor, foi possivel observar

diferenca estatistica entre os grupos T1/T2 e T3/T4 somente para a citocina I1L10;

31. Diante do hébito de fumar, ndo foi possivel visualizar diferenca estatistica quando
analisadas a média dos valores entre 0s grupos tabagistas e ndo tabagistas;

32. Entre os individuos com cancer orogastrico que apresentavam o habito de beber ou néo,

foi observado o aumento de IFN-y no grupo que ndo apresentava etilismo;

33. Com relacdo ao sexo, ndo foi visualizada diferenca estatistica na producdo das citocinas

estudadas nos individuos com cancer orogastrico;

34. Com relacdo ao sexo feminino nos individuos controle e os pacientes com cancer
orogastrico, foi possivel observar uma diferenca estatistica entre as citocinas IL-2, TNF-

a e IFN-y estudadas quando analisadas a média do valor;

35. Para os individuos do sexo masculino, houve uma diferenca estatisticamente significativa
quando analisada a média do valor para os pacientes com céncer orogastrico em relagdo ao
grupo controle, frente a maioria das citocinas quantificadas, IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-
17,
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36. De acordo com o estado nutricional dos pacientes com céancer orogastrico, ndo foi
observado aumento estatisticamente significativo para as citocinas estudadas quando

analisadas a média do valor para estas citocinas.
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9 ANEXO 1

Ficha do paciente
Nome: Idade: Sexo:
Profisséo: Naturalidade:
Procedéncia: Tabagismo: Alcool:
Hipertensao: Diabetes: Alergia:
Imunidade: Medicacdo:

Condicdes de saude bucal:
Uso de protese Total Superior () Total Inferior ( )
Uso de protese Parcial Superior () Parcial Inferior ()

Denticdo completa: Sim () Néo ( )

Histdria da doenca:

Tipo de leséo: Localizagao:

Linfonodos: Candidose;:

Diagnostico clinico e classificagdo TNM:

Diagnostico histopatoldgico:

Tratamento: Progndstico:
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10 ANEXO 2

QUESTIONARIO PADRONIZADO - GRUPO CONTROLE
ESTUDO PARA COMPARAR O POTENCIAL AGRECOR DAS LEVEDURAS DO GENERO
Candida ENTRE OS PACIENTES QUE APRESENTAM CANCER E OS PACIENTES
SAUDAVEIS

(a ser preenchido pelo entrevistado ou pelo entrevistador)

Caodigo Individual:
Entrevistador:
Data da entrevista:

Por favor, responda o maximo de questdes possiveis marcando nos quadrados disponiveis. Se vocé
ndo tem certeza o que responder a uma determinada pergunta, ndo se preocupe, apenas deixa-a em
branco. O coordenador da pesquisa ird auxilid-lo com as questdes deixadas em aberto. Por favor,
preencha o questionario em letras maiusculas.

1. Informagdes biogréficas bésicas

1.1- Sexo
Masculino 1
Feminino 2

1.2- Data de nascimento
Dia: Meés: AnNo:

1.3- Local de nascimento
Municipio/Estado/Pais:
Para ser preenchido pelo entrevistador: CEP: -

1.4- Profissao:

2. Informagdes basicas de saude (Baseado no SF-36)

As questles a seguir se referem ao seu estado de satde e como vocé se sente em relagdo a vida
que leva em geral. Se vocé ficar em davida sobre alguma das perguntas, tente pensar sobre
como se sente com relacdo a sua saude e a sua vida e tente responder da melhor maneira
passivel. No entanto, ndo gaste muito tempo pensando no assunto porque a melhor resposta é
exatamente a mais imediata.

2.1- Problemas de salde e doencas

2.2- Quais dos seguintes problemas de satde/doencas vocé tem?



Sim
a.Alguma dificuldade visual 1
b. Alguma dificuldade de audicéo 1
c¢. Doencas neurolégicas (Parkinson,etc) 1
d. Doengas cardiacas 1
1.Angina 1
2.Batimentos cardiacos irregulares 1
3.Insuficiéncia cardiaca 1

[ERN

e. Presséo alta (hipertenséo tratada com medicamentos) _
f. Varizes ou Ulceras nas pernas
g. Dores nas pernas durante a caminhada
h. Doencas respiratdrias crénicas (DPOC/asma)
i. Insuficiéncia renal
J. Colesterol alto
k. Diabetes
I. Hipertireoidismo
m. Hipotireoidismo
n. Doenca autoimune (Lupus, esclerose multipla, etc)
0. Cirrose hepética
p. Osteoporose
g. Artrite (incluindo artrite 6ssea ou reumatismo)

1.dor nas costas

2. dor em diferentes locais - no momento

Por mais de 3 meses

r. Problemas sérios de memoria (por ex. deméncia)
s. Outros problemas mentais
t. J& se submeteu a qualquer um dos seguintes procedimentos
cirdrgicos: ponte safena, angioplastica coronariana, cirurgia de
arterias, colocacdo de marca passo. 1

P PR PRPRPPRPPERPRPEPERPRERPREERPRPREPR

2.3- Vocé ja teve alguma das seguintes doencas? Sim
a.Penumonia

b. Infarto do miocérdio

c.Derrame cerebral (hemorragia, isquemia)

d. Tumor maligno (cancer)

e. Fratura do quadril

f. Para as mulheres: diabetes durante a gravidez
g. Para as mulheres: aborto espontaneo

2.4- VVocé tem alguma das doengas mencionadas no momento atual?

Sim 1

Né&o 2
Se sim, especifique qual:

Néo

N NN DNDNDDNONDNDNDNDDNDNDDNDPNDODDNDNDNDNDNDDNDNDNDPNDDNDNDNDDNDNDNNDDNDDNDNDDNDDN

Néo

Idade de inicio

Idade (1° vez)
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2.5- Vocé foi hospitalizado nos altimos 12 meses?
Sim 1

Né&o 2
Se sim, especifique quantas vezes:




Se sim, vocé se submeteu a alguma cirurgia?

Sim 1

Néo 2
Se sim, especifique qual:
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3. Tratamentos e medicamentos

3.1- Vocé usa algum medicamento regularmente?

Sim 1

Néo 2

Se sim, preencha o esquema abaixo:

Nome do medicamento

Para qual doenca

Cddigo ATC

(a ser preenchido pelo entrevist.)

3.2- Durante a ultima semana, vocé tomou algum antibidtico, corticoide ou antiinflamatério?

Sim 1

Né&o _ 2
Se sim, especifique qual:

4. Habitos Comuns

4.1- Fumo

a. Voceé fuma atualmente ?

b. Vocé ja fumou?

Se sim, quando vocé parou de fumar?

c. Por quantos anos vocé fumou?

d. Quantos cigarros/dia vocé fumou ou fuma ainda?

4.1- Alimentacao

Sim 1 N&o
Sim 1 Né&o
Ano:

Ndmero de anos:

4.1.1- Quais das seguintes bebidas vocé consome e quantos copos por dia ou por semana?

a - agua

b - suco

c - refrigerante

d - cerveja

e - cachaca ou destilado
f - vinho

g - outra bebida alcéolica

Por dia

Por semana

Por més

Nunca
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11 Anexo 3:

Avaliacéo nutricional dos pacientes com cancer orogastrico.
Identificacdo do paciente:
Nome: Data da avaliacdo: / /

Cor:[ ]L [ F [ ]

Examinador:

A. Historia

1. Peso

Peso Habitual:_ Kg

Perdeu peso nos Gltimos 6 meses? |:| sim | Nao [ Pesconhecido
Quantidade perdida:_ Kg

Nas Gltimas 2 semanas: |:|continua perdendo |:|estével Dngordou

2. Ingestdo alimentar em relacdo habitual

|:|1:sem alteracdes 2=houve alteraces  Se houve, ha quanto tempo: |:|as

Se houve, para dieta |:| 1=s6lida, em menor quantidade 2=liquida completa 3=liquida
restrita  4=jejum

3. Sintomas gastrointestinais presentes ha mais de 15 dias
|:|1:Sim 2=Nao Falta de apetite Dl:Sim 2=Nao Nauseas |:|1:Sim 2=Nao
Vomitos |:|1:Sim 2=Né&o

Diarréia, acima de 3 evacuaces liquidas por dia |:|1:Sim 2=Nao

4. Capacidade funcional
|:|1:Sem disfuncdo 2=Com disfuncgao Se alterada, ha quanto tempo: |:|dias

Tipo de disfung&o:|:| 1=trabalho sub-6timo  2=tratamento ambulatorial ~ 3=acamado

5. Doenga principal e sua relagcdo com as necessidades nutricionais

Diagnostico(s) Principal(is):
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Demanda metabdlica: |:|l:baixo stress  2=stress moderado 3=stress elevado

B. Exame fisico

Para cada item dé um valor

0 = normal
1=leve
2 = moderada

3 = importante

|:|Perda de gordura subcutanea (triceps e torax)
|:|Perda muscular (quadriceps e deltoide)

|:| Presenca de edema maleolar (pernas)

|:| Presenca de edema pré-sacral

|:| Presenca de ascite

C. Avaliacéo subjetiva

Resultado Final:

[ 1= Nutrido

|:|2: Suspeita de desnutricdo ou moderadamente desnutido
[ ]3= desnutrido grave



