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RESUMO

Infecgdes por leveduras do género Candida tém gerado elevados indices de morbidade e
mortalidade, longo periodo de permanéncia em hospitais, dificuldade e alto custo de tratamento.
Individuos imunodeprimidos como os portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) apresentam grande suscetibilidade a desenvolver essas infec¢des em razdo do baixo
numero de linfocitos T-CD4, menor que 200 cel/mm?. Candida albicans ¢ a espécie mais estudada
e esta relacionada com os processos de colonizagdo e patogenicidade na boca do homem. Essa
caracteristica ¢ decorrente, entre outros fatores, da produgdo de exoenzimas facilitadoras da
interagdo do fungo com as células do hospedeiro. Este estudo verificou a produgdo das exoenzimas
proteinase, fosfolipase, gelatinase e hemolisina de amostras bucais de Candida isoladas de 49
pacientes com AIDS (grupo teste) e de 26 individuos higidos (grupo controle). C. albicans foi a
espécie mais prevalente no grupo teste (59,2%) e Candida parapsilosis (53,8%) no grupo controle.
C. albicans apresentou resultados significativos para a produgio de proteinase (ambos os grupos) e
fosfolipase no grupo teste. Ja as espécies de Candida nao albicans (CNA) apresentaram resultados
altamente significativos para fosfolipase no grupo controle. Em relagdo as enzimas gelatinase e
hemolisina, ndo foram encontradas diferencas significantes entre C. albicans e espécies CNA. Por
fim, ndo foi encontrada diferenga estatistica na produgao de exoenzimas quando foi comparado o
grupo teste com o grupo controle.
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ABSTRACT

Prevalence and exoenzyme production by Candida species from the oral mucosa of AIDS patients
and healthy individuals

Infections by Candida species have generated high rates of morbidity, long hospital stay, high cost
in treatment, and high mortality rates. Immunosuppressed individuals such as those with Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS) have greater susceptibility to developing these infections
due to the low number of CD4 T-lymphocytes, less than 200 cells/mm?. C. albicans is the most
studied species and is related to the processes of colonization and pathogenicity in man’s mouth.
This characteristic is due to, among other factors, production of exoenzymes which facilitate the
interaction of the fungus with the host’s cells. This study examined the production of exoenzymes
protease, phospholipase, gelatinase and hemolysin samples of buccal Candida isolated from
49 AIDS patients (test group) and 26 healthy individuals (control group). C. albicans was the
most prevalent species in the test group (59.2%) and C. parapsilosis (53.8%) in the control
group. C. albicans showed significant results for the production of protease in both groups and
phospholipase, in the test group. But the non-Candida albicans Candida (NCAC) species had
highly significant results for phospholipase in the control group. For the enzymes gelatinase
and hemolysin, there were not significant differences between C. albicans species and NCAC.
Finally, there was no statistical difference in the production of exoenzymes when the test group
was compared with the control group.

KEY WORDS: Candida. Exoenzymes. Virulence factors. HIV / AIDS.
INTRODUCAO

O aumento no nimero de infecgdes oportunistas causadas por fungos,
principalmente em individuos infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), tem estimulado novas pesquisas para esclarecer os fatores de
viruléncia e as circunstancias da patogenicidade das varias espécies desses
micro-organismos (46, 53).

O virus HIV, além de destruir o principal linfécito, o T-CD4, produz uma
série de outros disturbios causados por micro-organismos tidos como comensais,
como leveduras do género Candida, que causam muito comumente nos pacientes
portadores desse virus a chamada candidiase bucal (29). Na ultima década, varios
estudos mostraram uma correlagdo positiva significante entre a ocorréncia de
candidiase e imunodepressao grave (14, 48, 51).

A candidiase bucal ndo ¢ uma enfermidade mortal, mesmo que
comprometa o paladar ¢ a degluti¢do e, consequentemente, leve a uma diminui¢ao
do apetite, principalmente nos casos de pacientes HIV-positivos ou de pacientes
hospitalizados ¢ idosos. Entretanto, ¢ a porta de entrada para complicagdes da
candidiase do tipo orofaringea, esofagica, laringea e sistémica (3).

A secregdo de proteinases ocorre pelos genes denominados Secreted
aspartyl proteinases (Saps), muito importantes e bem conhecidos em Candida
albicans. As proteinases facilitam a invasdo e colonizagao de tecidos dos hospedeiros
pela ruptura das mucosas e degradam importantes proteinas de defesa imunologica
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e estrutural (49), como albumina, hemoglobina, queratina, colageno, mucina,
lactoferrina, lactoperoxidase e imunoglobulinas como as da classe IgA (13, 36). Ja
foram identificados dez genes Saps em C. albicans (37), quatro em C. tropicalis (40),
trés em C. parapsilosis (34) e nenhum em C. glabrata (49) e em outras espécies.

As enzimas categorizadas como fosfolipases (PLs, do inglés
phospholipases) também sao consideradas fatores de patogenicidade em Candida.
PLs sdo enzimas que hidrolisam os fosfolipidios e os acidos graxos e sdo
classificadas de acordo com o seu modo de agdo em PLs A, B, C ¢ D (44). Varios
estudos ja mostraram que espécies de Candida ndo albicans (CNA) sdo capazes de
produzir fosfolipases extracelulares (8, 16, 35).

Outra importante enzima é a gelatinase, também chamada de
metaloendopeptidase extracelular, produzida por cepas de Enterococcus faecalis.
Ela é codificada pelo gene ge/E e hidrolisa gelatina, colageno, caseina, hemoglobina
¢ outros compostos bioativos (52).

Ha ainda a hemolisina, outro fator de viruléncia que contribui para a
patogénese da candidiase, sendo classificada em dois tipos: a e 3 (19). As espécies
de Candida usam esta enzima para degradar a hemoglobina ou hemina e extrair
o ferro das células do hospedeiro, facilitando, assim, a invasdo de hifas numa
candidiase disseminada (49).

O estudo dessas enzimas ¢ mais frequentemente descrito em C. albicans,
onde se sabe que elas desempenham um papel central na patogenicidade da
candidiase (45). Assim, pouco se sabe sobre a producdo e secre¢do dessas
exoenzimas por espécies CNA e seu subsequente papel na patogenicidade. Por esta
razdo, a proposta deste trabalho foi verificar a produgéo de exoenzimas por espécies
de C. albicans e CNA, analisando a diferenga na produgdo entre um grupo de
pacientes imunodeprimidos e um grupo controle de individuos higidos.

MATERIAL E METODOS
Populagdo e amostra

Para o grupo teste foram usadas amostras de Candida provenientes da
regido retromolar da mucosa bucal de pacientes com AIDS, sob condi¢des de
terapia antiviral, antifingica, internados no Hospital Presidente Vargas, na cidade de
Sdo Luis, Maranhdo, Brasil. As leveduras foram coletadas com o auxilio de swabs
estéreis e, posteriormente, crescidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI).

Estas amostras foram coletadas durante a realizagdo da primeira parte da
Tese de Doutorado da Msc. Analucia Guerra Tergas (Projeto Avaliagdo do Extrato da
Folha da Goiabeira no Tratamento da Candidiase Oral em Ratos Imunossuprimidos;
n® processo CEP 23115006540/2009-40 — Universidade Federal do Maranh&o)
e gentilmente cedidas pela pesquisadora a Colecdo de Isolados Fungicos do
Laboratorio de Micologia da Universidade do Ceuma.
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Para o grupo controle, voluntarios sem evidéncias clinicas de
imudepressao, negativos para o virus HIV e outras patologias imunodepressoras
participaram da busca de Candida spp de amostras bucais (n° processo CEP
226/2010 — Universidade do Ceuma). A coleta consistiu no uso de swabs estéreis
para retirada de saliva da regido retromolar do aparelho bucal e inoculagdo imediata
em tubos de ensaio estéreis contendo caldo BHI.

As amostras de ambos os grupos foram incubadas a 37°C por 24 horas para
crescimento e posterior isolamento em Sabouraud Dextrose Agar (DAS) acrescido
de cloranfenicol. A identificagdo das espécies ocorreu presuntivamente pelo meio
cromogénico CHROMagar Candida® (BioMerieux, Franga) e, posteriormente,
pelo método automatizado VITEK YBC (BioMerieux, Franga). Foi incluida nos
experimentos a linhagem padrdo C. albicans ATCC 18804.

Produgao de exoenzimas

A determinagdo da produgdo de proteinases foi realizada de acordo com
a metodologia de Aoki et al. (1990) e a producéo de fosfolipases pelo método em
placa com gema de ovo descrito por Price et al. (1982).

Os testes foram feitos em triplicatas e o valor da zona de precipitagdo
(Pz) foi dado como a média dos didmetros avaliados (colonia / halo + colonia). A
produgdo das duas enzimas foi classificada de acordo com Price et al. (1982), por
meio do valor da Pz: muito forte ++++ (Pz<0,69), forte +++ (Pz entre 0,70-0,79),
média ++ (Pz entre 0,80-0,89) ou fraca + (Pz entre 0,90-0,99).

Para os testes de producdo de gelatinase, seguiu-se o protocolo de
Kurtzman e Fell (1998), com algumas modificagdes. A atividade da gelatinase foi
observada quando ocorreu a liquefaco da gelatina.

Para a produc@o de hemolisinas, primeiro preparou-se as Red Blood
Cells (RBC’s) por meio da centrifugacdo de sangue de carneiro desfibrinado com
phosphate buffered saline (PBS). Posteriormente, seguiu-se a metodologia de
Manns et al. (1994), considerando algumas adaptagdes de Luo et al. (2001).

A hemodlise foi classificada do tipo beta quando aparecia halo translucido
total ao redor do inbculo, atividade do tipo alfa quando formava halo preto
esverdeado e atividade do tipo gamma quando ndo produzia hemolise (30).
Ja a intensidade da hemolise foi obtida pela razdo: halo + colonia/colonia. Os
experimentos foram feitos em triplicatas ¢ o resultado consistiu em uma média dos
valores obtidos. A classificagdo foi feita de acordo com o Indice Hemolitico (IH):
positiva (1,00<IH<1,5); fortemente positiva (IH>1,5).

Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo programa BioEstat 5.0 (2007).
Inicialmente, a relagdo dos resultados dos ensaios entre os grupos foi feita pelo teste
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de Mann Whitney. A relagdo entre os grupos C. albicans e espécies de CNA foi feita
pelo teste de qui-quadrado de independéncia (c?). O nivel de significancia para se
rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5% (p<0,05).

RESULTADOS
Frequéncia e distribuigdo das amostras

Participaram da pesquisa 42 pacientes com Aids — 17 mulheres e
25 homens — com idades entre 22 ¢ 61 anos. Em seis desses pacientes foram
identificadas mais de uma espécie de Candida, o que resultou em 49 amostras para
0 grupo teste.

Para o grupo controle, 109 voluntarios participaram da pesquisa. Destes,
67 eram mulheres € 42 homens, com idades entre 15 ¢ 64 anos. Mostraram-se
positivos para leveduras do género Candida 25 individuos — 14 mulheres e 11
homens —, niimero equivalente a 23% dos voluntarios. Em um mesmo individuo
foram identificadas duas espécies, totalizando, assim, 26 amostras de Candida spp
para o grupo controle.

Foram identificadas nove espécies distintas de Candida: sete das quais no
grupo teste e cinco no grupo controle, conforme distribuicao na Figura 1. A espécie
mais prevalente no grupo teste foi C. albicans e, no grupo controle, C. parapsilosis.

Atividade proteolitica

Para a produgdo de proteinase, 57/75 amostras (76,0%) foram positivas.
Destas, 35/49 (71,4%) eram provenientes de pacientes com Aids e 22/26 (84,6%) de
pacientes higidos, diferenga estatisticamente ndo relevante (p=0,1072).

Do grupo teste, todas as amostras de C. albicans e C. tropicalis foram
positivas, entretanto foram as tinicas produtoras (Figura 3). Do grupo controle,
mostraram-se positivas todas as amostras de C. albicans ¢ C. sake ¢ 12/14 amostras
de C. parapsilosis (85,71%). As demais espécies ndo apresentaram a enzima
proteinase (Tabela 1). Analisando estatisticamente, C. albicans demonstrou,
sobremaneira, maior atividade proteolitica quando comparada as espécies de CNA
em ambos os grupos (p<0,001).

Quanto a classificagdo da atividade proteolitica, as amostras de C. albicans
do grupo teste apresentaram producdo de proteinase dos tipos média ++ (20,7%),
forte +++ (48,3%) e muito forte ++++ (31,0%); com semelhante produgdo no
grupo controle, média ++ (37,5%), forte +++ e (50%) muito forte ++++ (12,5%).
Nao houve amostra de C. albicans, em nenhum dos dois grupos, que apresentasse
produgéo de proteinase do tipo fraca. Quanto a C. tropicalis, a maioria das amostras
do grupo teste revelou producdo de proteinase do tipo média ++ (50,0%); no
grupo controle, a tnica cepa dessa espécie ndo produziu esta enzima. Quanto a
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C. parapsilosis, a tnica amostra do grupo teste ndo foi produtora de proteinase;
enquanto no grupo controle, 75% apresentaram proteinase do tipo forte (+++) e os
25% restantes, proteinase do tipo muito forte (++++). As duas amostras de C. sake
do grupo controle apresentaram proteinase forte +++ (Figura 2).

C. tropicalis

C. sake

C. parapsilosis

C. krusei

(4]
o . .
'8 C inconspicua
i} m HIV Negativo
C. guilliermondii "
| HIV Positivo
C. glabrata
C. famata
C. albicans

59,2

00 100 200 300 400 500 600
%
Figura 1. Frequéncia e distribui¢do das amostras de Candida provenientes da
mucosa bucal de pacientes com Aids (HIV positivo) e de individuos
imunocompetentes (HIV negativo).

Tabela 1. Produgdo de exoenzimas por diferentes espécies de Candida de
pacientes com Aids (Grupo teste) e individuos higidos (Grupo controle)

PROTEINASE FOSFOLIPASE GELATINASE HEMOLISINA

ESPECIES Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle

+ - + - + - + - + - + - + - + -

C. albicans 29 0 8 0 27 2 3 5 22 7 7 1 25 4 7 1
C. tropicalis 6 0 0 1 0 6 1 0 3 3 0 1 6 0 1 0
C. krusei 0 6 - - 0 6 - - 2 4 - - 6 0 N -
C. glabrata 0 4 - - 0 4 - - 4 0 - - 3 1 - -
C. famata 0 2 - - 0 2 - - 1 1 - - 2 0 - -
C. parapsilosis 0 1 12 2 0 1 5 9 1 0 11 3 1 0 10 4
C. guilliermondii 0 1 - - 0 1 - - 0 1 - - 1 0 - -
C. sake - - 2 0 - - 2 0 - - 1 1 - - 1 1
C. incons/norveg - - 0 1 - - 1 0 - - 0 1 - - 1 0

TOTAL 35 14 22 4 27 22 12 14 33 16 19 7 44 5 20 6
(%) (71,4) (28,6) (84,6) (154) (55,1) (44,9) (46,2) (53,8) (67.3) (32,7) (73,1) (26,9) (89,8) (10,2) (76,9) (23,1)
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Figura 2. Atividade proteolitica e de fosfolipase de isolados de Candida obtidos
dos grupos teste e controle.

Teste de fosfolipase

Em relagdo a produgio de fosfolipase, 39/75 amostras (52,0%) foram
positivas, sendo 27/49 (55,1%) provenientes de pacientes com Aids e 12/26 (46,2%)
de pacientes imunocompetentes. Tal diferenga ndo foi relevante estatisticamente
(p=0,257).

Do grupo teste, somente C. albicans (93,1%) apresentou esta enzima
(Figura 3). Do grupo controle, todas as espécies foram produtoras: C. albicans com
37,5% e C. parapsilosis com 35,7%; C. tropicalis, C. sake ¢ C. incons/norvegen,
com menor nimero de amostras, apresentaram 100% de positividade (Tabela 1). A
maior atividade de fosfolipase no grupo teste por C. albicans e no grupo controle
por espécies CNA foi altamente significante (p<<0,001).

Quanto a intensidade da atividade de fosfolipase, todas as amostras
positivas de C. albicans do grupo teste foram consideradas de producao muito forte
++++. Jano grupo controle, todas as amostras de C. albicans positivas apresentaram
intensidade do tipo forte +++, assim como C. tropicalis e algumas amostras de C.
parapsilosis. Somente C. parapsilosis e C. sake mostraram atividade muito forte
++++ no grupo controle (Figura 2).

Testes de gelatinase
Nos testes de produgdo de gelatinase, 52/75 amostras (69,3%) foram
positivas, sendo 33/49 (67,3%) provenientes de pacientes com Aidse 19/26 (73,1%)

de pacientes higidos. Tal diferenca ndo foi relevante estatisticamente (p=0,571).
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Com excecdo de C. guilliermondii e C. incons/norvegen, com apenas uma
amostra, todas as outras espécies de Candida, de ambos 0s grupos, mostraram ter
capacidade de liquefazer a gelatina (Tabela 1, Figura 3). Comparando a produgdo
de gelatinase entre as amostras de C. albicans e espécies CNA, ndo foi encontrada
diferenga estatistica em nenhum dos grupos (p>0,05).

C. tropicalis

C. albicans

A — proteinase: formacdo de halo transparente por todas as amostras de C. albicans; B — fosfolipase:
formagao de halo opaco somente por C. albicans; C — gelatinase: a amostra do tubo superior liquefez a
gelatina, a do tubo inferior, ndo; D — hemolisinas: formagao de halo de hemolise pelas amostras de C.
albicans e C. tropicalis.

Figura 3. Produgio de exoenzimas por amostras de Candida isoladas da mucosa
bucal de pacientes com Aids e de individuos imunocompetentes.

Atividade hemolitica em meio solido

Todas as espécies deste estudo, em ambos os grupos, apresentaram
atividade hemolitica em meio sélido: o grupo teste com 89,8% (44/49) ¢ o grupo
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controle com 76,9% (20/26). Pela analise estatistica, essa diferenca entre os grupos
nao foi significante (p=0,1190).

Somente C. albicans e C. glabrata, do grupo teste, e C. albicans, C.
parapsilosis e C. sake, do grupo controle, tiveram linhagens que ndo apresentaram
o fator hemolitico (Tabela 1).

Verificou-se somente hemolise dos tipos alfa (parcial) e gamma (auséncia).
A espécie que produziu os maiores indices hemoliticos foi C. tropicalis (Figura 3),
com 67% e 100% das amostras fortemente positivas nos grupos teste e controle,
respectivamente. Todas as outras espécies foram, em sua maioria, classificadas
como positivas. O grupo teste foi o que mais teve cepas produtoras de hemolisinas
fortemente positivas (40,9%), comparando-se aos 20% das amostras do grupo
controle. Analisando os grupos C. albicans e espécies CNA, ndo foi encontrada
diferenca significativa em nenhum dos grupos para produgdo de hemolisinas (p>0,05).

DISCUSSAO

Espécies de Candida encontram-se presentes como comensais em
superficies de mucosas na pele do homem e de outros animais. Estima-se que
20% a 50% da populagdo convivam com esta levedura na boca, sendo C. albicans
prevalente entre 60% e 90% dos isolados, C. tropicalis em 7% e, em menor
frequéncia, C. krusei, C. guillermondii, C. glabrata, C. parapsilosis, C. dubliniensis,
C. kefyr e C. lusitaneae (4, 32).

A incidéncia de C. albicans na cavidade bucal é de 45% nos neonatos,
45% a 65% nas criangas saudaveis, 30% a 45% nos adultos saudaveis, 50% a 65%
nas pessoas com dentaduras removiveis, 65% a 88% nas pessoas internadas por
longo periodo, 90% nos pacientes com leucemia aguda submetidos a quimioterapia
e 95% nos pacientes com Aids (2).

Varios estudos buscam esclarecer as espécies que prevalecem mais
em determinados sitios do corpo e em determinados grupos de pessoas a fim de
compreender as circunstancias da patogenicidade. Por exemplo, em estudo sobre
espécies de Candida provenientes da mucosa bucal de pacientes com lesdes bucais
caracteristicas de candidiase e individuos com a boca clinicamente normal, Candido
et al. (2000) encontraram maior prevaléncia de C. albicans em ambos os grupos. C.
albicans também esteve em maior porcentagem neste estudo, entretanto somente
no grupo teste. No grupo controle, a espécie que prevaleceu foi C. parapsilosis,
diferindo de varios estudos nos quais C. albicans aparece em maiores proporgoes
em grupos de individuos saudaveis (5, 22, 38).

Bonassoli et al. (2005) também encontraram maior prevaléncia de C.
parapsilosis (51,0%) em individuos saudaveis numa pesquisa com amostras
de Candida coletadas de médos de profissionais que trabalham em hospital ¢ de
individuos da comunidade. A propor¢ao de C. parapsilosis foi ainda maior quando
foram considerados somente os individuos da comunidade (58,3%).
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O aumento da frequéncia de espécies de CNA isoladas de diversos sitios
do corpo ¢ de dispositivos hospitalares ¢ um fato que deve ser ressaltado, tendo em
vista que muitos estudos tendem a centrar a preocupacdo exclusivamente em C.
albicans e menos importancia tem sido dada a outras espécies. Segundo El-Azizi et
al. (2004), na candidiase bucal, por exemplo, ¢ cada vez mais frequente o isolamento
de C. tropicalis, C. krusei e C. guilliermondii. Para Pasqualotto (2004), C. albicans
continua sendo o principal agente de candidemia no Brasil, mas crescem os casos
por C. parapsilosis e C. tropicalis.

Neste estudo, foram isoladas seis amostras de C. tropicalis no grupo teste
(12,2%), contudo apenas uma tnica amostra dessa espécie foi isolada no grupo
controle (3,9%). Para Barbedo e Sgarbi (2010), a detecgdo de C. tropicalis esta
normalmente associada a infecgdo, diferente de C. albicans que esta associada a
microbiota normal. Todavia, em diversos trabalhos (5, 10, 38), C. tropicalis foi a
segunda espécie mais isolada de pacientes saudaveis, perdendo somente para C.
albicans. Resultado este observado apenas no grupo teste neste estudo.

C. glabrata ndo foi encontrada no grupo de individuos higidos,
corroborando os trabalhos de Basu et al. (2003) e Neto (2004). A literatura relata
maior prevaléncia desta espécie em pacientes com complicagdes de transplante de
medula dssea, pacientes com cancer e com o virus HIV, além de pacientes idosos
(11), grupos esses que ndo foram objeto deste estudo no grupo controle. Entretanto,
para Kaur et al. (2005), C. glabrata é uma espécie comensal, podendo ser isolada
em individuos saudaveis.

A produgdo de proteinase ¢ considerada um importante fator de viruléncia
porque aumenta a capacidade do micro-organismo colonizar e penetrar o tecido do
hospedeiro, além de enganar o sistema imune, quebrando um numero significativo
de importantes proteinas da imunidade, como imunoglobulinas, proteinas do sistema
complemento ¢ citocinas (23). Assim, a viruléncia de espécies de Candida diminui
quando inibidores de proteinase s3o usados no tratamento de candidiase, como ja
foi observado em C. albicans, sugerindo que o uso do inibidor pode atuar como
fungicida ao diminuir a presenga de candidiase bucal em pacientes com Aids (47).

Batista (2009) encontrou 91,0% de positividade para proteinase em
amostras de C. parapsilosis provenientes de catéter e do sangue de neonatos, o que
corrobora, em parte, os resultados encontrados neste trabalho, no qual se obteve
85,7% de positividade para esta espécie, porém nas amostras do grupo controle.
Ja Bonassoli et al. (2005) verificaram 100% de positividade para proteinase em
amostras de C. parapsilosis de individuos saudaveis.

Matsumoto et al. (2002) verificaram que 96,4% das amostras de C.
parapsilosis isoladas de sangue e catéter produziram proteinase fortemente
positivas. Neste trabalho foi verificado que 75% (9/12) das amostras dessa espécie
se apresentaram como forte e 25% (3/12) como muito forte. Esses dados referem-se
ao grupo controle, uma vez que a unica amostra dessa espécie do grupo teste foi
negativa para esta enzima.
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Em relagdo a C. glabrata, os resultados encontrados neste estudo
concordam com alguns trabalhos ja publicados, em que nenhuma amostra dessa
espécie mostrou atividade proteolitica (10, 39). Esses resultados sdo corroborados
ainda por Kaur et al. (2005) quando comparam a viruléncia de C. albicans com C.
glabrata e afirmam que a diferenga da primeira para a segunda, além da formagéo
de hifas, ¢ a producao de proteinases por C. albicans.

Rorig et al. (2009) encontraram resultados semelhantes aos obtidos neste
estudo, com 100% de positividade para proteinase pelos isolados de C. albicans
provenientes de amostras clinicas.

Costa (2009) também encontrou alta atividade proteolitica em seus
isolados clinicos. As amostras de C. albicans foram maiores produtoras (88,1%)
em comparagdo com as espécies CNA (69,8%), porém essa diferenca nao foi
importante estatisticamente. Também foi observada no presente estudo maior
atividade proteolitica em C. albicans comparando-se com as espécies CNA em
ambos os grupos, resultados considerados altamente significantes (p<0,001).

E interessante ressaltar que, apesar dos diversos estudos que tentam
relacionar a atividade proteolitica com invasdo ¢ danos ao tecido do hospedeiro,
Naglik et al. (2008) e Lerman & Morschhauser (2008) relataram, em seus trabalhos,
que ndo foi encontrada relac@o entre a expressdo do gene SAP e esses danos.
Isso talvez explique o fato de linhagens de Candida de pacientes sem qualquer
imunodepressao apresentarem atividade proteolitica na mesma proporgao que cepas
de pacientes com HIV/Aids, como foi mostrado neste estudo.

A fosfolipase esta relacionada a maior capacidade de invadir o tecido.
Algumas fungdes desta enzima durante a infecc@o tém sido postuladas, dentre elas
destacam-se: penetragdo na célula do hospedeiro, adesdo as células epiteliais e
invasdo do epitélio bucal humano (47).

No trabalho de Basu et al. (2003), 48,7% dos isolados de C. albicans de
amostras clinicas de diversos sitios apresentaram atividade de fosfolipase, ao passo
que se mostraram positivas somente 6,7% das amostras dessa espécie provenientes
de individuos saudaveis. Esses resultados sdo corroborados pelo presente estudo,
pois C. albicans produziu fosfolipase em 93,1% das amostras do grupo teste e
somente em 37,5% do grupo controle.

Também semelhantemente ao observado neste estudo, Costa (2009)
encontrou maior produgdo de fosfolipase em amostras de C. albicans (55,9%)
comparando com as espécies CNA (37,7%) de amostras provenientes de pacientes
com o virus HIV, entretanto estatisticamente ndo houve diferenca significativa
(p>0,05). Ja no presente estudo, essa diferenga foi considerada altamente
significante (p<0,001) para o grupo teste. No grupo controle, prevaleceu a
produgéo de fosfolipase por espécies CNA, o que também foi considerado bastante
significativo (p<0,001).

Diversos estudos tém relatado a capacidade de espécies CNA produzirem
fosfolipase extracelular (9, 20, 21). C. tropicalis ¢ conhecida por ter reduzida
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capacidade de producdo desta enzima, embora varios autores relatem que a
produgdo de fosfolipase extracelular ¢ fortemente dependente da linhagem. Ja
sobre a producao de fosfolipase por C. glabrata, s6 foi encontrado na literatura o
trabalho de D’eca Junior et al. (2011), que verificaram 70,0% de positividade nas
amostras clinicas.

Sobre a atividade da gelatinase em amostras de Candida ndo foram
encontradas referéncias na literatura. Os poucos estudos sobre fungos sdo relativos
a fungos filamentosos (18, 50). Assim, muito se tem a esclarecer sobre a produgao
desta enzima nessas leveduras. O que foi observado neste estudo ¢ que, com excegao
de duas espécies que so6 continham uma amostra cada, todas as outras espécies de
Candida aqui estudadas foram capazes de liquefazer a gelatina. Um fato curioso foi
que C. glabrata, considerada uma espécie que causa alta mortalidade em pacientes
debilitados (11), foi 100% negativa para a producdo de proteinase e fosfolipase,
porém 100% positiva para a produgio de gelatinase.

Quanto a hemolisina, sabe-se que ela facilita a invasdo de hifas na mucosa
do paciente numa candidiase disseminada ¢ tem capacidade de lisar hemaceas em
busca de ferro para favorecer seu crescimento e disseminagdo, podendo causar
anemia e déficit de transporte de oxigénio nos pacientes. Assim, a producio
desta enzima esta relacionada a maior viruléncia das cepas (12, 24). Isso talvez
justifique o fato de que, embora todas as amostras deste estudo, de ambos os
grupos, tenham demonstrado capacidade hemolitica, as cepas do grupo teste foram
significativamente mais hemoliticas (p<0,001), tendo mais amostras classificadas
como fortemente positivas (40,9%) em relagdo as cepas do grupo controle (20,0%).

Em um estudo realizado por Franga et al. (2010) com 28 amostras clinicas
de C. tropicalis, 100% apresentaram atividade hemolitica, resultado semelhante
ao encontrado neste trabalho. O mesmo resultado foi encontrado por D’ega Junior
(2010) em suas amostras clinicas de C. tropicalis, além de 100% de positividade
também para C. glabrata, seguida de C. albicans (93,5%) e C. parapsilosis (28,6%).

CONCLUSAO

C. albicans foi mais prevalente no grupo teste e C. parapsilosis no grupo
controle.

Somente C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis foram produtoras de
proteinase.

Comparada as espécies CNA, C. albicans foi a maior produtora de
proteinase em ambos os grupos; quanto a fosfolipase, C. albicans foi a maior
produtora no grupo teste e as espécies CNA, no grupo controle.

Em relacgo as enzimas gelatinase e hemolisina, ndo foram encontradas
diferencas entre C. albicans e espécies CNA.

Todas as espécies testadas tém capacidade hemolitica (tipo alfa), porém C.
tropicalis destacou-se pelos maiores indices hemoliticos.
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Nao foram encontradas diferencas significativas na producdo de
exoenzimas quando comparados os grupos teste e controle, o que sugere que
a maior prevaléncia da manifestacdo clinica de candidiase bucal em pacientes
imunodeprimidos se deve mais a baixa imunidade do que, necessariamente, a maior
viruléncia das Candida spp nesses pacientes.

As cepas provenientes de individuos higidos podem ser as mesmas que
venham a colonizar a mucosa bucal dessas pessoas quando numa situa¢ao de baixa
imunidade, tornando-as susceptiveis as manifestagdes clinicas produzidas pelas
exoenzimas dessas leveduras.
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