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Resumo: Dentre os microrganismos capazes de determinar o desenvolvimento de processos
patolégicos em humanos, encontram-se as espécies de leveduras pertencentes ao género Candida.
A presenga destas leveduras em pacientes que apresentam condi¢des predisponentes como
terapias com multiplos antimicrobianos, imunossupressores e imunodeficiéncias, é capaz de
determinar numerosos processos patoldgicos, sejam estes de ordem local ou sistémica. Apesar da
Candida albicans ser implicada como principal patégeno relacionado ao desenvolvimento
de candidose oral, o isolamento de uma espécie intimamente relacionada, denominada
Candida dubliniensis, tem sido reportado de forma crescente. Diversos fatores de viruléncia sio
descritos para esta nova levedura, assumindo destaque a hidrofobicidade de superficie celular, as aspartil
proteinases secretadas (Saps) e compostos enzimdticos extracelulares, como fosfatase dcida, leucina-
arilamidase, estearases e o-mannosidase. Além disso, isolados de C. dubliniensis apresentam bombas
de efluxo de drogas, codificadas pelos genes CdCR1 e CdMDRI, um dos mecanismos propostos para
explicar o desenvolvimento de resisténcia a quimioterapicos como o fluconazol e, em certos casos, a0
cetoconazol e itraconazol. Em decorréncia do emergente nimero de relatos e pesquisas enfatizando o
papel da C. dubliniensis no desenvolvimento de doenga local e sistémica, o presente trabalho realiza
uma revisao da literatura acerca dos aspectos epidemioldgicos, métodos de identificacdo, fatores de
viruléncia e mecanismos de resisténcia a antifiingicos inerentes a esta levedura.
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Abstract: Amongst the microorganisms that can cause pathologic processes in humans are
yeasts species belonging to the genus Candida. The presence of these yeasts in patients with a number
of predisposing conditions such as multiple therapies with antibiotics and immunossupressors and
immunodeficiencies is capable of causing a variety of local and systemic diseases. Although
Candida albicans remains the most common cause of oral candidosis, the identification of a close
related species, named Candida dubliniensis, has been increasing steadily. Numerous virulence
factors are described for this new yeast, mainly represented by cell surface hydrophobicity,
secretory aspartyl proteinases (Saps) and extracellular enzymatic compounds as acid phosphatase,
leucine-arylamidase, esterases and o-mannosidase. Besides, C. dubliniensis presents drug efflux
pumps, encoded by CdCRI and CdMDRI genes, one of the proposed mechanisms to explain the
development of antifungal drug resistance against fluconazole, and occasionally, ketoconazole
and itraconazole. In view of the emergent number of case reports and studies emphasizing the
importance of C. dubliniensis on the development of local and systemic diseases, the present
paper performs a review of the literature about the epidemiology, identification methods, factors
of virulence and mechanisms of antifungal resistance inherent to this yeast.
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Introducao

Dentre os microrganismos capazes de determinar o
desenvolvimento de doencas em humanos, encontram-se
as espécies de leveduras do género Candida. A presenca
destas leveduras em pacientes que apresentam condigdes
predisponentes como préteses dentdrias e terapias com
multiplos antimicrobianos e imunossupressores € capaz de
determinar desde infecc¢des superficiais de menores propor-
¢Oes a infecgdes sistémicas'”’.

O principal patégeno implicado no desenvolvimento
de candidose oral € a espécie Candida albicans, um fungo
dimérfico que pode se apresentar sob a forma leveduriforme
de blastéporo (comensal) ou sob a forma micelial de hifa ou
pseudo-hifa (patogénica), produzindo clamidoconidios sob
condi¢des ambientais especificas!>#°, Contudo, a incidéncia
da doenca determinada por microrganismos como Candida
tropicalis, Candida glabrata e Candida dubliniensis, tem
sido observada de forma crescente®”'°.

Embora as razdes para esta inversdo epidemioldgica ain-
da nao estejam completamente esclarecidas, a sensibilidade
diminuida a numerosos agentes antiftingicos utilizados roti-
neiramente tem sido sugerida como mecanismo de sele¢do
de algumas espécies de Candida nio-albicans, levando ao
comprometimento clinico, com altas taxas de morbidade e
mortalidade*!!.

Dentre as espécies ndo-albicans, a C. dubliniensis tem
sido objeto de intensa investigacdo, particularmente em de-
corréncia de sua similaridade genotipica e fenotipica com a
C. albicans e da identificagdo de cepas resistentes a drogas
antifiingicas, como o fluconazol*'%!>4, Apesar da maioria
dos isolados de C. dubliniensis estarem associados com
infecgdes orofaringeanas em individuos HIV-positivos®!>17,
o isolamento destas leveduras a partir de diferentes es-
pécimes clinicos tem sugerido um potencial patogénico
significativo para esta espécie*”'#2°, mesmo em pacientes
HIV-negativos*>2!-23,

Dessa forma, o presente trabalho realiza uma breve
revisdo da literatura acerca da C. dubliniensis, utilizando
artigos publicados entre os anos de 1995 e 2007, constan-
tes nas bases de dados Pubmed e Lilacs. Sdo enfocados
aspectos epidemiolégicos, métodos de identificagdo, fatores
de viruléncia e mecanismos de resisténcia a antiftingicos,
com o intuito de contribuir para a compreensao da crescente
importancia desta levedura na candidose oral.

Consideracoes gerais e epidemiologia

A C. dubliniensis foi descrita, em 1995, como uma nova
espécie com potencial patogénico, isolada na cavidade oral
de pacientes HIV-positivos ou com sindrome da imunodefi-
ciéncia adquirida (AIDS)?. Originalmente, a C. dubliniensis
foi identificada em decorréncia do DNA desta espécie
hibridizar-se pobremente com sondas de DNA especificas
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para C. albicans, bem como apresentar padrdes cariotipicos
incomuns, sugerindo que os genomas destes microrganismos
apresentavam diferencas significativas>®.

Apesar das similaridades com a C. albicans, a
C. dubliniensis representa um constituinte pouco numeroso
nas microbiotas residentes de individuos sauddveis>!”*,
com freqiiéncias que variam entre 3-8%?*. Entretanto,
a C. dubliniensis é um importante patégeno implicado
no desenvolvimento de candidose orofaringeana em in-
dividuos HIV-positivos*>!7, Estudos desenvolvidos na
América do Norte e na Irlanda revelaram prevaléncias de
C. dubliniensis na cavidade oral de individuos HIV-positivos
variando entre 11,1-17,5%%% e 18-32%?., respectivamen-
te. Por sua vez, andlises da microbiota oral de pacientes
HIV-positivos, realizadas em paises da América do Sul, de-
monstraram menor prevaléncia desta levedura, variando entre
1,1-3,9%!72628,

Blignaut et al.”” avaliaram a freqiiéncia de C. dubliniensis
na cavidade oral de individuos brancos e negros
HIV-negativos e verificaram isolados de C. dubliniensis
apenas em brancos. Além disso, Blignaut et al.? identifica-
ram que a propor¢do de individuos brancos HIV-positivos
revelando isolados de C. dubliniensis (9%) era maior do que
a de individuos negros HIV-positivos (1,5%).

As razdes para esta diferencga entre as freqiiéncias de
isolamento de C. dubliniensis da cavidade oral de individuos
HIV-negativos e HIV-positivos sio desconhecidas. E pro-
vével que a prevaléncia da C. dubliniensis na cavidade oral
de individuos saudéveis tenha sido subestimada devido ao
uso de métodos ineficientes de identificacio ou a coleta em
sitios anatdmicos ndo habitados por esta levedura®>.

A despeito das variacdes epidemioldgicas, a
C. dubliniensis tem se apresentado como uma forma impor-
tante de levedura em decorréncia de sua distribui¢do ubiqua
e associa¢do com o desenvolvimento de candidose mucosa e
sisttmica*!>19212 Contudo, a prevaléncia real desta levedura
em mucosa oral permanece desconhecida’.

Métodos de identificacio

Os isolados de C. dubliniensis sdo fenotipicamente
semelhantes aos isolados de C. albicans, podendo ser
identificados de forma incorreta quando analisados sob
métodos convencionais, como os exames de atividade
de B-glicosidase, padrdo de assimilagéo de carboidratos,
coloragdo da colénia em CHROMagar e crescimento a
temperaturas de 42 e 45 °C!0243031,

Dentre os métodos de identificacdo para C. dubliniensis,
destaca-se a utilizacdo de meios de cultura suplementados
com extratos de plantas, como dgar Staib®, dgar Pal** e dgar
tabaco®. Nesses substratos, a C. dubliniensis desenvolve
uma coldnia rugosa em decorréncia da grande quantidade
de pseudo-hifas e clamidoconidios. Por sua vez, as co-
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I6nias de C. albicans sdo lisas e constituidas apenas por
blastoconidios**3. Um método auxiliar para identificagdo
de C. dubliniensis, proposto por Alves et al., consiste em
dgar Sabouraud suplementado com 6,5% de NaCl. Nesse
meio, designado caldo hipertdnico, cepas de C. albicans
revelaram crescimento significativo ao longo de um peri-
odo de incubacdo de 96 horas, ao passo que isolados de
C. dubliniensis nao exibiram qualquer crescimento®.

Apesar dos métodos de identificag@o fenotipicos permi-
tirem a distin¢do entre C. albicans e C. dubliniensis, existe a
possibilidade de resultados falsos**2. Além disso, os meios
de cultura suplementados podem ndo estar prontamente
disponiveis e os periodos de incubacdo necessarios podem
se estender até 96 horas’. Dessa forma, os métodos mais
eficientes para identificacio da C. dubliniensis sdo aqueles
baseados na amplificagdo diferencial de seqiiéncias nucle-
otidicas espécie-especificas, utilizando a reacio em cadeia
da polimerase (PCR)?532:33.3637,

A técnica da PCR, com suas inimeras variagdes,
como Real Time PCR?¥, PCR multiplex’, PCR-EIA
(Enzyme Immunoassay)'’, PCR-RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism)3°, AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism)3 e marcadores molecula-
res RAPD!222, permite a identificacdo especifica da
C. dubliniensis, ja que os primers utilizados nao amplificam
amostras de DNA de C. albicans*13>.

Dentre essas variagdes, merece destaque o Real Time
PCR sem utilizacdo de sondas de hibridizagdo, proposto
por Somogyvari et al.*’. Através da amplificacéo da regido
altamente varidvel ITS2 (Internal Transcribed Spacer) e
posterior andlise de melting com auxilio do corante fluores-
cente SybrGreen, os autores foram capazes de diferenciar as
espécies C. albicans e C. dubliniensis, mesmo levando em
consideracio os diferentes gendtipos dessa ultima espécie.
Outro método peculiar que permitiu a rapida identificagio
de C. dubliniensis entre diversas espécies de Candida foi o
PCR multiplex, realizado por Liguori et al.”. Nessa técnica,
ndo houve extragdo prévia do DNA das amostras coletadas
e os primers para as diferentes espécies de Candida foram
colocados em um tnico tubo para PCR’.

Ao analisar elementos repetitivos espécie-especificos
no genoma de C. dubliniensis, Joly et al.* clonaram uma
sonda complexa de DNA, denominada de Cd25, a qual
revelava coeficientes de similaridade distintos a hibridiza-
¢do Southern Blot. Os autores constataram que a espécie
C. dubliniensis era constituida por dois grupos distintos,
designados Cd25 I e Cd25 1II. Posteriormente, Gee et al.*
realizaram seqiienciamento dos nucleotideos da regido ITS
do operon dos genes que codificam RNAr e identificaram
4 gendtipos distintos para C. dubliniensis. Conforme Gee
et al.*, os isolados do grupo Cd25 I pertenciam exclu-
sivamente ao genétipo 1, ao passo que o grupo Cd25 II
constituia trés gendtipos diferentes (2-4). Além disso, esses
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autores observaram que os isolados do genétipo 1 estavam
primariamente associados a colonizacdo e infec¢do em
individuos HIV-positivos, enquanto que os gendtipos 2-4
predominavam em individuos HIV-negativos. Contudo,
outros estudos*!®!8 ndo foram capazes de identificar todos os
gendtipos descritos, provavelmente em virtude do tamanho
amostral ou do tipo de populagdo analisada.

Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia de espécies de leveduras consti-
tuem uma propriedade multifatorial dependente dos diversos
fenétipos de viruléncia, tais como: adesdo as células do hos-
pedeiro, formacao de hifas, trocas fenotipicas e produgdo de
enzimas hidroliticas como fosfolipases e aspartil proteinases
secretadas (Saps)!>#43,

O processo de adesdo constitui etapa crucial na patogéne-
se das infecgdes causadas por leveduras. Vidotto et al.** com-
pararam in vitro a adesdo de C. albicans e C. dubliniensis as
células epiteliais provenientes de mucosa jugal e verificaram
maior capacidade de adesdo em isolados de C. albicans.
Entretanto, pesquisas desenvolvidas com metodologia
semelhante!'* constataram que isolados de C. dubliniensis
apresentavam maior capacidade de aderéncia as células
epiteliais da mucosa oral do que isolados de C. albicans,
um achado atribuido a presenca de interagdes hidrofébicas
durante o processo de adesdo destes microrganismos.

Os resultados divergentes em relagdo a adesao epitelial
da C. albicans e C. dubliniensis podem ser decorrentes de va-
riagdes técnicas referentes aos meios de cultura e as amostras
de células epiteliais e de saliva utilizados*"*2. Assim, visando
padronizar e diminuir interferéncias técnicas, Henriques
et al.*? avaliaram o envolvimento de interacdes fisico-qui-
micas, como tensdo e hidrofobicidade superficial, na adesdo
dessas leveduras a células epiteliais HeLa e constataram que
a C. albicans exibia uma capacidade adesiva um pouco maior
que a C. dubliniensis. Por sua vez, Silva et al.* encontraram
uma correlagdo inversa entre adesdo da C. dubliniensis as
células HeLa e sensibilidade as toxinas Killer, que sdo
compostos produzidos por espécies de Williopsis e Pichia
capazes de criar poros na membrana citoplasmadtica de leve-
duras, resultando na morte destes microrganismos.

Hazen' observou que os isolados de C. dubliniensis nao
sofreram alteragdes sobre a hidrofobicidade da superficie
celular em razdo da temperatura, como observado em iso-
lados de C. albicans. Dessa forma, em temperaturas entre
35-37 °C, a C. albicans poderia exibir superficie celular
hidrofilica, o que se traduziria em vantagem competitiva para
C. dubliniensis'. Estudos demonstraram que indices elevados
de hidrofobicidade na superficie celular de leveduras sdo
capazes de facilitar a adesdo a células do hospedeiro e pro-
teinas da matriz extracelular, promover resisténcia a morte
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mediada por polimorfonucleares neutrdfilos e favorecer a
obtengdo de nutrientes! 4,

Entre os diversos fatores de viruléncia da C. dubliniensis,
destacam-se enzimas proteoliticas extracelulares, particular-
mente as Saps. A principal isoenzima da familia das Saps
(Sap2p) € capaz de degradar mucinas, constituintes impor-
tantes do muco, o qual atua na prote¢do contra invasdo de
patégenos que colonizam as superficies mucosas®. Estudos
comparativos in vitro sobre a capacidade de produgdo de
fosfolipases e proteinases em isolados de C. albicans e
C. dubliniensis constataram menores niveis de produgado de
Saps e auséncia de sintese de fosfolipases em C. dubliniensis,
sugerindo viruléncia reduzida deste microrganismo'. Po-
rém, para Jabra-Rizk et al.*, a viruléncia da C. dubliniensis
decorreria de sua capacidade em coordenar de forma mais
efetiva os processos de adesdo ao muco e degradacgio des-
tas mucoproteinas por meio de Sap2p*. Tais propriedades
permitiriam o acesso das leveduras as células epiteliais e
a criacdo de novos receptores de superficie, favorecendo a
colonizagdo e invasio dos tecidos do hospedeiro*.

Outro aspecto importante em relacdo aos fatores de
viruléncia consiste na sintese de moléculas de sinalizacdo
capazes de coordenar o comportamento de leveduras, de-
nominadas moléculas de Quorum sensing. Sabe-se que a
C. albicans é capaz de excretar farnesol, que tem a proprie-
dade de inibir a conversdo levedura-micélio sem interferir
na sua taxa de crescimento celular*®. Embora pouco se saiba
sobre o papel do farnesol na patogenicidade da C. albicans,
ha evidéncias de que esta molécula aumente a viruléncia do
fungo. Henriques et al.*’ avaliaram o efeito do farnesol sobre
o crescimento e dimorfismo em isolados de C. albicans e
C. dubliniensis cultivados em meio RPMI 1640 e observa-
ram que a taxa de crescimento de ambas as leveduras ndo
foi alterada. Porém, o farnesol inibiu consideravelmente a
formagéo de hifas e pseudo-hifas de C. dubliniensis*'. Tal
resultado poderia explicar a maior viruléncia da C. albicans
quando comparada a C. dubliniensis uma vez que nao ha
evidéncias concretas de que esta dltima seja capaz de sin-
tetizar farnesol®.

Caracteristicas genotipicas podem fornecer indicios
para explicar as diferencgas na viruléncia de C. albicans e
C. dubliniensis. Magee et al.*® realizaram estudo cariotipico
em cepas de C. dubliniensis e C. albicans e evidenciaram que
em determinadas regides cromossdmicas ndo-homologas do
genoma da C. dubliniensis havia maior freqiiéncia de trans-
locagdes cromossdmicas quando comparadas com regides
homélogas da C. albicans, conferindo a C. dubliniensis
uma maior instabilidade gendmica. Tal achado poderia estar
relacionado a uma menor viruléncia desta levedura quando
comparada com a C. albicans.
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Resisténcia a drogas antifiingicas

A resisténcia de cepas de C. dubliniensis as drogas
antifingicas azodlicas pode ser induzida em condi¢des in
vitro e tem sido constatada em isolados clinicos desta leve-
dura. Em geral, os mecanismos moleculares pelos quais a
C. dubliniensis adquire resisténcia aos compostos azolicos
sdo: atividade aumentada das bombas de efluxo de drogas,
modificagdes da enzima alvo destes farmacos e alteracdes
na via de biossintese do ergosterol, componente importante
da membrana citoplasmética de leveduras®!>!44,

Em decorréncia do isolamento inicial da C. dubliniensis
a partir de amostras coletadas de individuos HIV-positivos
com candidose oral recorrente, sugeriu-se que a emergéncia
desta levedura estaria associada a introduc@o de novas mo-
dalidades terap€uticas baseadas na utilizacao de compostos
az6licos, como o fluconazol?. O primeiro relato de resisténcia
de isolados de C. dubliniensis ao fluconazol foi descrito por
Moran et al.', os quais observaram que leveduras resistentes
ao fluconazol poderiam ser geradas a partir de microrganis-
mos suscetiveis, indicando que esta espécie seria capaz de
desenvolver resisténcia ao farmaco rapidamente.

Entretanto, o papel do fluconazol parece nao estar li-
mitado a simples selecdo de microrganismos resistentes.
Borg-von Zepelin et al.®® observaram que isolados de
C. dubliniensis submetidos a a¢do do fluconazol desen-
volviam aderéncia aumentada as células epiteliais e reve-
lavam niveis elevados de secrecdo de proteinases. Dessa
forma, a quimioterapia com fluconazol poderia atuar como
mecanismo seletivo, favorecendo o sobrecrescimento de
C. dubliniensis em relacéo a C. albicans>.

Sullivan et al.? verificaram que o desenvolvimento
de resisténcia aos componentes azdlicos, em isolados de
C. dubliniensis, baseia-se na formagdo de bombas de efluxo
de drogas, codificadas pelos genes CdCRI e CdMDRI, ho-
mologos aos genes CDR1 e MDRI existentes na C. albicans.
Perea et al."* analisaram isolados de C. dubliniensis resisten-
tes ao fluconazol e verificaram expressdo aumentada do gene
CdMDR] em detrimento ao gene CdCR1, sugerindo maior
importancia as bombas de efluxo codificadas pelo primeiro
gene. Além disso, Wirsching et al.!* pesquisaram a acdo da
cadeia polipeptidica codificada pelo gene CdMDRI em isola-
dos de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol e verificaram
que a dele¢do de ambos os alelos do referido gene tornava
os isolados desta levedura suscetiveis ao farmaco.

A resisténcia cruzada em relagdo aos compostos azdli-
cos é um achado incomum em isolados de C. dubliniensis>.
Conforme Sullivan et al.?, esta deficiéncia € decorrente da
preponderincia das bombas Mdr1 nessas leveduras, as quais,
ao contrdrio das bombas de efluxo Cdrl, s@o especificas
para o fluconazol. Contudo, apesar da auséncia de relatos
clinicos a respeito da resisténcia da C. dubliniensis a outros
compostos azélicos, diversos estudos in vitro descrevem
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isolados resistentes a acdo destes quimioterdpicos. Dentre
esses, destaca-se o trabalho de Fotedar, Al-Hedaithy®', os
quais verificaram dentre 7 isolados de C. dubliniensis, 100%
de suscetibilidade a anfotericina B, 85,7% ao fluconazol e
cetoconazol e 71,4% a 5-fluorocitosina.

Além dos resultados obtidos em estudos sobre a dele-
¢do do gene CdMDRI, Perea et al.!® observaram mutagdes
pontuais no DNA de isolados de C. dubliniensis, as quais
determinavam substitui¢des de aminodcidos especificos na
cadeia polipeptidica codificada pelo gene ERGI1, impli-
cado na resisténcia ao fluconazol. Nao obstante, Sullivan
et al.? verificaram que duas das mutacGes descritas por
Perea et al.'* eram idénticas as mutacdes observadas em
isolados de C. albicans resistentes ao composto azélico,
denominadas G307A e G464S.

Conclusao

A C. dubliniensis apresenta-se como levedura emergente
associada ao desenvolvimento de candidose oral, até entdo
ignorada em decorréncia de suas caracteristicas fenotipicas
similares as da C. albicans. Apesar de diversos trabalhos
destacarem métodos fenotipicos variados para identifi-
cacdo de C. dubliniensis e C. albicans, as técnicas mais
rapidas e sensiveis para identificagfo correta desta levedura
baseiam-se em andlises moleculares, particularmente a
PCR.

Diversos aspectos relacionados aos fatores de viruléncia
da C. dubliniensis e aresisténcia a drogas antiftingicas ainda
ndo sdo completamente compreendidos. A semelhanca do
observado em outros fungos do género Candida, as proprie-
dades de hidrofobicidade da superficie celular, a sintese de
Saps e a presencga de bombas de efluxo de drogas, particu-
larmente através do sistema codificado pelo gene CAMDRI,
se apresentam como caracteristicas importantes presentes
na C. dubliniensis.

Muito embora diversas caracteristicas relacionadas ao
perfil biolégico da C. dubliniensis ja serem conhecidas,
ressaltamos o cuidado na comparagdo entre diversos tra-
balhos e suas metodologias, além da limitacdo inerente
a cada método de isolamento destas leveduras. Por esta
razdo, mais pesquisas padronizadas sdo necessdrias para
um maior entendimento da importancia da C. dubliniensis
na candidose oral.
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