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INTRODUCAO

A incidéncia de infeccdes invasivas fungicas vem sendo descritas de forma crescente nos
ultimos anos sendo as cepas leveduriformes do género Candida spp responsaveis de forma prevalente
por essas infec¢des. Estas leveduras que normalmente habitam de forma comensal na microbiota
tanto seres humanos quanto de animais saudaveis, em determinadas circunstancias, podem expressar
fatores de viruléncia como a produgdo de enzimas, o que lhes confere carater patogénico, logo,
resisténcia a tratamentos convencionais.

A principal patologia ligada as leveduras ¢ representada pelas candidemias que normalmente
ocorrem quando o sistema imunoldgico do individuo se torna comprometido, sob condi¢des clinicas
debilitantes, procedimentos cirirgicos, pessoas acometidas com sindromes metabodlicas (obesidade,
hipertensao arterial, diabetes mellitus tipo 2), portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), entre outros fatores (ZUZA-ALVES et al, 2017).

O presente estudo teve como objetivo investigar a producdo de enzimas como fator de
viruléncia das amostras clinicas das espécies Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida orthopsilosis dispostas na cole¢do de fungos do Laboratorio
de Micologia do Nucleo de Imunologia Bésica e Aplicada da Universidade Federal do Maranhao —
LABMICO/NIBA/UFMA.

Logo, foi realizada uma pesquisa de abordagem experimental e descritiva com a indugdo
in vitro de produgdo de enzimas por parte das cepas clinicas disponiveis para o estudo. As enzimas
comumente produzidas pelo género Candida spp foram as mesmas utilizadas nesse estudo: lipase,
amilase, proteinase e fosfolipase.

Apos conclusdo dos testes foi possivel constatar que as amostras dispostas no banco de dados

eram capazes de producdo enzimdatica como um fator de viruléncia em cepas clinicas.
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METODOLOGIA
Tipo de estudo

Foi utilizada a abordagem experimental e descritiva para alcance dos objetivos propostos na
investigagdo. Essa pesquisa obteve aprovagdo CEP/Plataforma Brasil de N° 30994120.1.0000.5087.

Tipo de amostras

Os ensaios foram realizados com 12 cepas oriundas de amostras clinicas (urina, secrecao
vaginal, secre¢do traqueal, lavado bronquico, unha, fezes, sangue e pele) que fazem parte da colegio
de fungos do Laboratorio de Micologia do Nucleo de Imunologia Bésica e Aplicada da Universidade
Federal do Maranhdo — LABMICO/NIBA/UFMA, em Sao Luis, Maranhio.

Identificacao molecular

Para confirmacdo da identificagdo morfologica foi realizado o ensaio molecular, com utilizagao
de protocolo de extragdo bioquimico de acordo com metodologia de Valenzuela-Lopez et al. (2017) e
adaptacdes, reacdao em cadeia da polimerase (PCR) com primers espécie-especificos, amplificacao da
regido do espagador transcrito interno (ITS) e eletroforese. As reagdes de PCR foram conduzidas em
termociclador PCR 2720 Applied Biosystems.

Testes enzimaticos
Lipase e amilase

Para avaliar a expressdo dessas enzimas foram utilizadas as metodologias de peptona
bacteriologica e amido de milho de Hankin & Anagnostakis (1975) respectivamente. Para determinagao
de reacdo positiva foi necessario a visualizacdo da formacao de cristais de sal de calcio ou formagao
de zonas claras em volta do in6culo em razdo da completa degradagao do sal de acido gorduroso. As
zonas que precipitaram foram reveladas com a utilizagdo de lugol e cristal violeta. Para determinar
o indice enzimatico (IE) foi utilizada a seguinte formula dos mesmos autores: diametro do halo/
diametro da colonia.A interpretacdo de dados ¢ feita de forma diretamente proporcional, ou seja,

quanto maior o valor de IE, maior serd a atividade enzimatica.

Proteinase e fosfolipase

Para esses testes foi utilizada a metodologia de Price et al (1928) do leite desnatado e da
gema de ovo, respectivamente. A reagdo positiva foi visualizada com a formacao de halo translicido,

ndo sendo necessaria a adicdo de solucdo reveladora na superficie do meio. A atividade enzimatica

foi evidenciada pela formagao de um halo opaco ao redor da coldnia (precipitagdo de complexos de
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calcio). O valor da zona de precipitagdo (Pz) foi dado como a média dos diametros avaliados (colonia
/ halo + coldnia). A producao das enzimas foi classificada de acordo com Price et al. (1982) de acordo

com os valores dispostos na tabela:

Tabela 1 - Interpretagdo dos resultados dos testes para determinagdo da atividade de proteinase e fosfolipase.

Zona de precipitacao (Pz) Resultado
<0,69 Muito forte ++++
0,70-0,79 Forte +++
0,80-0,89 Média ++
0,90-0,99 Fraca +

Fonte: Adaptado de BRANCO et al, 2012; MANE et al, 2012.

As amostras passaram por um processo de dilui¢do em solugdo salina (NaCl 0,85% e agua
destilada) seguindo a escala 3 de Mc Farland. Em todos os testes enzimaticos foi realizado o indculo

em triplicata das amostras diluidas.
Analise estatistica

Os resultados enzimaticos foram avaliados por anélise de variancia (ANOVA) e as médias dos
dados foram comparadas pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia para se rejeitar a hipotese
de nulidade foi de 5% (p < 0,05). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software

Bioestat 5.3 seguindo metodologia de Ayres et al. (2007).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os meios positivos para produgdo de lipase e amilase foram revelados através da utilizagao
de lugol e cristal violeta 0,4 %, respectivamente. Nos meios de proteinase e fosfolipase ndo houve a
necessidade da utilizagao de solucdo reveladora porque apds as 48 horas foi possivel visualizar tanto
os precipitados salinos quanto os halos translucidos. As amostras que obtiveram resultado positivo
tiveram seus halos medidos e os célculos da zona de precipitagcdo (Pz) e indice enzimatico (IE) foram
realizados.

Para a atividade de lipase foi constatado que todas as cepas foram produtoras dessa enzima,
totalizando 100% de producao. O maior valor de IE encontrado para esse teste foi para C. tropicalis
(urina) com 0,80. Apesar de ter sido enzima mais produzida, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as espécies (p=0,8050).

Em pesquisa realizada por Jasim et a/, (2016) envolvendo producao de lipase por Candida
spp utilizando a mesma metodologia desse estudo foi constatado que a maior espécie produtora dessa
enzima foi C. albicans totalizando 64% das amostras enquanto espécies ndo-albicans totalizaram
apenas 36,6%.

A producdo de amilase foi visualizada em todas as cepas de C. albicans e em C. parapsilosis
(fezes) totalizando 41,6% da produgdo enzimdtica. O maior valor encontrado foi para a cepa de

C. albicans secrecao vaginal (0,80). Na andlise estatistica foi demonstrado que houve diferenca
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significativa na producdo enzimatica entre os sitios (p =0,0002). Apos revisdo de literatura foi
constatado que existem poucos trabalhos publicados a respeito da producdo de amilase como fator de
viruléncia principalmente para o género Candida spp.

Outro estudo realizado por Alencar et a/ (2012) envolvendo testes enzimaticos com dois
géneros de leveduras (Candida spp e Cryptococcus spp), constatou que ndo houve liberacao de
enzimas para degradar os substratos de amido. A maioria dos estudos recentes com produgdo de
enzimas como fator de viruléncia ndo utiliza amilase como critério. Os achados durante revisdo de
literatura demonstraram, na verdade, que outras espécies ndo patogénicas do género Candida spp
produzem amilase como um potencial redutor da produ¢do de biofilme.

Para proteinase apenas as cepas de C. albicans foram produtoras da enzima totalizando 33,3 %
das amostras. Com relagdo ao valor de Pz todas as cepas apresentaram valor <0,69 que ¢ classificado
como muito forte. Nao houve diferenca significativa da produ¢do dessa enzima entre as cepas de C.
albicans pois p = 0,5713. Rocha et al (2017) em um estudo envolvendo produgdo enzimatica por
cepas clinicas de C. tropicalis encontrou um resultado de 42,9% para produgdo de proteinase em que
o Pz apresentou valor entre 0,56-0,86.

Para fosfolipase, 25% das amostras foram positivas. Na espécie C. albicans ndo houve
producdo enzimatica pelas cepas de secre¢do traqueal e vaginal. Estatisticamente, ndo houve diferenca
significativa na producdo enzimatica (p=0,2700). Nenhuma cepa das espécies C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. orthopsilosis apresentou formacao dessa enzima. Branco ef a/ (2012) em sua pesquisa
constatou que houve producao de fosfolipase em 52% de suas amostras. Todas as espécies utilizadas
em seu estudo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis produziram essa enzima tendo prevaléncia

em C. albicans que produziu 93,1%.
CONCLUSAO

Os meios de cultura utilizados para os testes enzimaticos desse estudo obtiveram resultado
satisfatorio. As cepas clinicas do género Candida spp. apresentaram a producdo de exoenzimas
hidroliticas como fator de viruléncia. A maior atividade enzimatica foi encontrada em lipase e a
menor em amilase. A espécie com maior producdo enzimatica foi C. albicans sendo a amostra de

urina a mais positiva para todos os meios enzimaticos.
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