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RESUMO

A infeccdo pelo HIV modifica o sistema imunologico de modo a alterar e diminuir a eficacia
das defesas naturais do organismo humano. A infeccdo por Candida é caracterizada dentro das
infeccBes oportunistas e acarreta diversos prejuizos imunoldgicos para as pessoas gue vivem
com HIV/AIDS (PVHA). Tendo em vista que a Candida caracterizada como produtora de
fosfolipase e atividade hemolitica estdo associadas a um progndéstico desfavoravel, acredita-se
que os isolados clinicos de pacientes que vivem com HIV/AIDS liberam altas quantidades de
enzimas produtoras de atividade hemolitica e fosfolipase, possuindo uma possivel resisténcia
ao tratamento. Desse modo, o objetivo do estudo foi avaliar a atividade hemolitica e
fosfolipase de cepas de Candida isoladas de pacientes HIV positivo. Concerne um estudo
descritivo, exploratorio e transversal, com amostra constituida por 106 participantes dos quais
em posterior analise apenas 43 apresentaram resultado positivo para Candida spp. Os 43
positivos para Candida foram caracterizados nas seguintes espécies: C.albicans (74,4%),
C.tropicalis (9,3%), C.glabrata (2,3%), C. parapsilosis (2,3%) e Candida sp (11,6%), todos
foram testados para atividade enzimatica de fosfolipase e atividade hemolitica. Ap6s analise
podemos concluir que a espécie de C.albicans apresenta maior atividade enzimaética
(hemolitica e fosfolipase) do que as cepas ndo-albicans, podendo ter maior capacidade
proliferativa em uma infeccdo pela presenca deste fator de viruléncia. Ressalta-se também
que, segundo alguns achados na literatura, o processo de caracterizacdo enzimatica pode ser
um marcador de progndstico para uma melhor conducao terapéutica.
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ABSTRACT

HIV infection modifies the immune system to alter and diminish the effectiveness of the
human body's natural defenses. Candida infection is characterized within opportunistic
infections and causes several immunological impairments for people living with HIV / AIDS
(PLWHA). Given that Candida characterized as a phospholipase producer and hemolytic
activity are associated with an unfavorable prognosis, it is believed that clinical isolates of
patients living with HIV / AIDS release high amounts of hemolytic activity and phospholipase
producing enzymes, having possible resistance to treatment. Thus, the aim of the study was to
evaluate the hemolytic activity and phospholipase of Candida strains isolated from HIV
positive patients. It is a descriptive, exploratory and cross-sectional study, with a sample of
106 participants, of which only 43 were positive for Candida spp. The 43 Candida positives
were characterized in the following species: C.albicans (74.4%), C.tropicalis (9.3%),
C.glabrata (2.3%), C. parapsilosis (2.3%) and Candida sp (11.6%) were all tested for
phospholipase enzymatic activity and hemolytic activity. After analysis we can conclude that
the species of C.albicans has higher enzymatic activity (hemolytic and phospholipase) than
non-albicans strains, and may have greater proliferative capacity in an infection due to the
presence of this virulence factor. It is also noteworthy that, according to some findings in the
literature, the enzymatic characterization process may be a prognostic marker for a better

therapeutic conduction.
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INTRODUCAO

A infeccdo pelo HIV modifica completamente o sistema imunologico de modo a
alterar e diminuir a eficacia das defesas naturais do organismo humano. O fato da resposta
imunolégica ndo estar restaurada por completo, haja vista o comprometimento prévio,
destaca-se 0 aumento recorrente de co-morbidades que ndo apresentam correlagdes com HIV,
tais como as doencas -cardiovasculares, neurodegenerativas, distarbios metabdlicos,
osteoporose, assim como algumas neoplasias. Ao se levar em conta que a maioria dessas
patologias ocorrem em individuos idosos, estima-se que de alguma maneira o HIV pode
antecipar o envelhecimento celular natural (DEEKS,2013).

A epidemia global de AIDS associada a diversas outras Infeccdes Sexualmente
Transmissiveis (IST) tém se apresentado como um grande desafio para a saude publica, uma
vez que dados epidemiolégicos demonstram que mais de 190 paises com diferentes etnias,
crengas e faixas etarias sdo afetados diretamente por essas condicGes clinicas (DESSUNTI,
REIS, 2012). No Brasil existem cerca de 656.701 casos notificados de AIDS desde o comeco
da epidemia em 1980, e estima-se que ha 718 mil pessoas vivendo com HIV, sendo que
574.000 ja diagnosticadas (BRASIL, 2018).

O HIV apresenta-se como um fendmeno global, dindmico e com alta instabilidade,
cujas manifestacGes tém intima relacdo com aspectos do comportamento humano individual e
coletivo. Trata-se de uma das principais patologias de origem infeciosa, emergentes e
reemergentes da atualidade, com grande magnitude e extensao, causando danos significativos
a populacdo, principalmente em questdes relacionadas a qualidade de vida (OSEI- YEBOAH
etal.,2017).

Acrescido aos diversos problemas fisioldgicos, as pessoas com HIV podem sofrer por
conta dos diversos estigmas impostos pela sociedade. Sendo atribuido no inicio da epidemia
esse estigma social a grupos especificos como profissionais do sexo e gays. Ademais, ha
alguns anos atras o diagnostico do HIV era considerado uma sentenca de morte. Entretanto
nos dias atuais os avangos terapéuticos tém contribuido para o prolongamento da sobrevida de
pessoas que vivem com HIVV/AIDS (PVHA) (DEEKS,2013).

Atualmente o HIV/AIDS passou a ser considerado uma doenga crénica, porém, outros
sintomas que afetam diretamente a qualidade de vida das pessoas merecem atengdo. Nesse
sentido, sabe-se que a qualidade de vida passa pelo estabelecimento de algumas fungdes
fisioldgicas, entre as quais cita-se a qualidade do sono (JUNQUEIRA et al., 2008).

Em patologias cronicas € comum a ocorréncia de disturbios relacionados a qualidade



do sono. Nessa perspectiva a insénia pode ser uma constante, associado a sonoléncia diurna
excessiva (SDE) acompanhada de dificuldade de desenvolvimento das atividades diarias de
modo satisfatério. Pondera-se ainda a ansiedade gerada pelo adoecimento, prejudicial ao
repouso e sono humano (JUNQUEIRA et al., 2008).

A qualidade do sono apresenta-se como um dos indicadores de salde mais importantes
atualmente, estabelecendo associa¢cdes com o estado de salde e bem-estar. Fato é que a ma
qualidade do sono € um fator predisponente para disturbios cardiovasculares, metabolicos e
relacionados a qualidade de vida. Hoje compreende-se que 0 sono esta envolvido com a
manifestacdo de diversas alteracbes nas funcBes cognitivas, psicoldgicas, imunoldgicas,
metabolicas, capacidade de desenvolver atividades laborais e qualidade de vida.
Inversamente, muitos aspectos sociais, clinicos e culturais podem interferir na quantidade e/ou
qualidade do sono (TUFIK, 2008; ARAUJO et al., 2013; ARAUJO et al., 2014).

Na analise de causalidade entre sono e indicadores de salde, mais importante que a
duracdo é a qualidade do sono. Este conceito leva em conta a interacdo de quesitos como
avaliacdo pessoal subjetiva, laténcia, duracdo, eficiéncia e a presenca de distarbios do sono.
Além de destacar o uso de medicamentos psicotrépicos e a sonoléncia diurna excessiva (SDE)
(BERTOLAZI et al., 2011).

Atualmente considera-se que o sono exerce diversas fun¢des no organismo humano,

tais como remodelacdo e consolidacdo de memoria, producdo de hormdnios relacionados ao
crescimento e inibicdo de hormonios relacionados ao estresse (AFONSO,2008).
Por se tratar de acontecimentos ligados ao sistema neuroldgico, o sono é indispensavel para
que todas as funcgdes do organismo se desenvolvam plenamente. Por outro lado, a privagdo do
sono interfere diretamente no surgimento de diversas alteracdes tais como: fadiga, perca de
capacidade de concentracdo, aumento de sensibilidade a dor, ansiedade, nervosismo,
alucinacBes, inapeténcia, risco de acidente e demora de resposta do sistema imune (PEREZ-
OLMOS et al., 2012).

A fisiopatologia dos distirbios do sono em PVHA ainda ndo esta completamente
esclarecida, mas estes podem ser relacionados com a capacidade do virus de infectar o
Sistema Nervoso Central (SNC), atrelado ao impacto da Terapia Antirretroviral (ATARV),
problemas de satide mental e abuso de substancias. As alteracdes do padrdo do sono ocorrem
em todas as fases da infecgdo, incluindo as fases assintomaticas, no entanto, os sintomas se
intensificam conforme o avanco da infeccdo sobre o organismo, nesse sentido é importante
gue todo o acompanhamento dessas pessoas ocorra continuamente (IAN et al.,2015).

A necessidade do sono depende de cada individuo e apresenta diferentes variacdes de



acordo com cada fase da vida. Na fase adulta, para manutencdo do bem-estar, saude fisica e
cognicdo é preciso ao menos 08 horas de sono por dia, desse modo valores diarios de sono
menores podem inferir diminuicdo do desempenho em relacédo as atividades de vida diaria,
afetando também fungbes vitais importantes como a liberagio de horménios
(FAIRBROTHER, 2014).

Ao sono sempre foi atribuido durante séculos o carater restaurador e a capacidade de
reestabelecer as fungdes organicas vitais. No entanto, estima-se que este, influencia
diretamente nas funcGes cognitivas, biologicas, psicologicas, imunologicas e metabolicas
(ARAUJO et al., 2013). Nesse sentido, estudos apontam que a qualidade do sono pode
influenciar diretamente na capacidade do organismo de responder a agressdes externas, esse
quadro podera se agravar em individuos imunocomprometidos, como ocorre com as pessoas
infectadas por HIV/AIDS (GARCIA-CORPAS et al., 2013; CIANFLONE et al., 2012).
Acrescido a isso, outros indicadores tais como sedentarismo, tabagismo, etilismo, sobrepeso,
obesidade e sociodemogréaficos como idade, baixa escolaridade, podem inferir diretamente na
qualidade do sono e consequentemente trazer impactos negativos para a saude (TUFIK,
2008).

Dados de meta-analise, apontam que em pessoas que vivem com HIV/ AIDS (PVHA)
convivem com uma maior vulnerabilidade para problemas de sono, em virtude, especialmente
da terapia anti-retroviral e de questdes psicoldgicas como ansiedade, depressdo e estresse
(UCHOA et al., 2018).

Ao investigar a qualidade do sono de PVHA é primordial correlacionarmos quais
outros fatores sdo associados, assim como quais possiveis patologias oportunistas possam
surgir. Ademais, marcadores do sistema imunoldgico ou o crescimento de microrganismos
oportunistas devem ser monitorados.

A infeccdo por Candida é caracterizada dentro das infeccBes oportunista e acarreta
diversos prejuizos imunoldgicos para as PVHA, um estudo do tipo coorte conduzido na Suica
evidenciou que pessoas com esofagite causada por Candida, apresentaram diminuigéo
exponencial da producdo de células CD4 que fazem parte do sistema imunoldgico e séo o
principal alvo do HIV, associado ao nimero de células CD4 com disfuncédo. Essas alteragdes
perduraram por mais de dois anos apds a infeccdo, em contrapartida, quando se avaliou
PVHA sem a presenca da esofagite causada por Candida, estes apresentaram melhor
recuperacdo imunoldgica (STUEHLER, et al., 2016). Esse fato pode ser atribuido a uma
disfuncdo genética que torna as células CD4 mais suscetiveis a infec¢do causada por Candida,

além de uma perca precoce de controle imunologico, sobre a infec¢do fungica em mucosas



(LIU et al., 2016).

Apos levantamento bibliografico evidenciou-se que o género Candida € composto por
mais de 200 espécies de leveduras, que colonizam os mais diferentes sitios do corpo humano,
tais como orofaringe, cavidade bucal, pregas cutaneas, secrecdes brénquicas e pulmonares,
Orgdos genitais e fezes, dessas, pouco mais de 20 podem ser nocivas a especie humana
(SCHULZE; SONNENBORN,2009).

Por fazer parte da microbiota humana, infeccdes por C.albicans podem acontecer em
individuos higidos, entretanto, infeccbes por esse género de fungos sdo consideradas
oportunistas. J& que essas leveduras sdo as principais responsaveis por afeccdes em seres
humanos, devido a um déficit ou alteracbes nos mecanismos de defesa do organismo. Outros
fatores como rompimento ou lesdes cutaneas e em mucosas, deficiéncias de células de defesa
e transplante de 6rgao podem potencializar os riscos de infec¢do fungica (ROSSI et al., 2011).

A Candida € encontrada com bastante frequéncia na mucosa oral de pessoas
saudaveis, com variacOes de 20-70%, entretanto, o déficit no sistema imunolégico pode levar
a proliferacdo da infeccdo por toda a cavidade oral, esse quadro se potencializa mais em
extremos de idade e pessoas com o sistema imunocomprometido (MUSHI et al., 2017).

As lesbes em cavidade oral causada pela Candida tem intima relagdo com o processo
de infeccdo por HIV, uma vez que, este compromete o sistema imunoldgico. Dito isso, a
candida oral foi descrita na literatura como um dos primeiros indicadores precoces da AIDS,
conforme relatos da literatura, 90% PVHA apresentaram pelo menos uma infeccdo
orofaringea por Candida durante a vida (MUSHI et al.,2017). Em PVHA alguns fatores
relacionados a candidiase oral, dentre os principais cita-se: indices de T-CD 4 menores que
200 célulass/mmg3, elevacdo de carga viral; ou ainda o uso dos seguintes dispositivos:
antibidtico de amplo espectro, sondagem vesical, sonda nasoenteral por longos periodos,
cateter venoso central, ventilagdo mecanica, corticoide, alcool, tabaco (GIOLO,2010).

Ressalta-se que a perca das funcbGes imunoldgicas podem acontecer em diferentes
estagios da infeccdo por HIV, dentre as quais a infeccdo por Candida Oral (CO) pode se
apresentar em mais de 80 % dessa populacdo. Ademais, parece haver aumento do numero de
espécie de CO resistente aos antifangicos (MUSHI et al.,2017).

Apesar da complexidade da fisiopatologia da infeccdo por Candida, o diagnostico nao
é tdo dificil e pode ser realizado por meio de hemocultura, cultura cromogénica, metodos
soroldgicos e por meio de analise de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) (GIOLO,2010).

Além da realizagdo do diagnostico, outros testes podem ser aplicados com a finalidade

de identificar os fatores de viruléncia expressados por esse género fangico, pois 0S mesmos



apresentam interferéncia direta na patogenicidade da Candida, principalmente em relacéo a
capacidade de adesdo as celulas epiteliais. Os principais fatores de viruléncia presentes na
Candida spp séo a termotolerancia, a presenca de adesinas que sdo importantes no processo
de adesdo ao hospedeiro, expressao de genes de resisténcia aos antifungicos, e a producdo de
enzimas extracelulares, como proteinases e os fatores de viruléncia que foram destacados no
presente estudo, foslipases e hemolisinas (CANTON et al.,2011; HERNANDEZ et al., 2014;
MARCOS et al., 2011).

As enzimas de fosfolipase realizam o metabolismo de fosfolipidios que séo o0s
principais componentes das membranas celulares, as atividades extracelulares de fosfolipase
sdo de grande importancia na invasdo do agente patologico nos tecidos, caracterizada pela
desintegracdo das membranas epiteliais, que facilita a ancoragem da hifa para dentro do
citoplasma da célula. As fosfolipases como dito anteriormente sdo capazes de degradar
diversos tipos de substratos fisiologicamente importantes como os componentes celulares das
mucosas acarretando uma maior patogenicidade (KOGA-ITO et al., 2016; RAMAGE et al.,
2004).

Apds levantamento bibliografico, constatou-se que pouco se conhece sobre a atividade
hemolitica do género Candida. Porém faz-se saber que alguns microrganismos utilizam a
hemoglobina com uma fonte de sobrevivéncia e estabelecimento da infecgdo. Em estudos
desenvolvidos foi destacado um potencial patogénico das leveduras através da atividade
hemolitica, que leva producdo de hemolisinas acarretando a hemolise das hemécias, razdo que
pode estar associada a disseminagdo do patdgeno e invasao hifal (LUO et al., 2001; NEGRI et
al., 2010).

Tendo em vista que as Candidas caracterizadas como produtoras de fosfolipases e
atividade hemolitica estdo associadas a um progndéstico desfavoravel, admite-se a hipotese
desse estudo, os isolados clinicos de pacientes que vivem com HIV/AIDS liberam maiores
quantidades de enzimas produtoras de atividade hemolitica e fosfolipase, possuindo uma
possivel resisténcia ao tratamento. Podendo ainda as enzimas avaliadas serem utilizadas com
marcador de progndstico. Desse modo o objetivo do estudo € avaliar a atividade hemolitica e

fosfolipase de cepas de Candida isoladas de pacientes HIV positivo mal dormidores.



METODOLOGIA

A natureza desta investigagdo concerne um estudo descritivo, exploratorio e
transversal com abordagem quantitativa, 0 mesmo € parte de um trabalho ja desenvolvido que
teve com objetivo associar a qualidade do sono de pessoas com HIV/AIDS com o isolamento
de C.albicans na cavidade oral. A amostra foi composta por pessoas que sdo acompanhadas
no Servico Ambulatorial Especializado do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do (HNSC) no
municipio de Fortaleza-Ce, esta foi constituida por 106 participantes dos quais em posterior
analise apenas 43 apresentaram resultado positivo para o isolamento de Candida.

As cepas de Candida estavam devidamente armazenadas e preservadas, seguiu-se
assim com a identificacdo das espécies de Candida, através da aplicacdo do método
microbioldgico CHROMagar Candida Medium, essa € uma técnica que aplica meios seletivos
de diferenciacdo e isolamento fungico. Com a inclusdo de substratos cromogénicos, as
colbnias passam a apresentar determinadas caracteristicas, estas, determinam diferenciacédo
por conta da coloracdo das col6nias de C.albicans, C.tropicalis e C.krusei que produzem
cores diferentes, possibilitando assim a detec¢do direta destas espécies de leveduras na placa
de isolamento (JABRA-RIZK et al., 2001).

Ao final foram separadas as placas com resultado positivo para Candida spp, estas
foram repicadas e acondicionadas adequadamente para posterior utilizacdo nos testes
enzimaticos. No caso das placas em que ndo ocorreu o crescimento de coldnias de Candida
spp houve o descarte em até 15 dias, conforme recomendacdo de descarte de residuos
bioldgicos (BRASIL, 2004).

Para a determinacdo da fosfolipase adotou-se a metodologia de Prince (1982) na qual
em seus estudos comprovou que o método de placa é facil e Util em diversos estudos
incluindo investigacdo de larga escala de variedade da atividade de fosfolipase de diferentes
isolados de Candida. Partindo-se desse principio, foi realizado o preparo de placas contendo
agar gema de ovo a 30%, compreendendo que todas as cepas deveriam ser avaliadas em
duplicata, preparou-se placas grandes nas quais possibilitavam a analise de trés cepas e suas
duplicatas. O preparo do meio em quantidade adequada para as placas utilizadas foi calculado
através da estimativa de 50 mL de meio por placa para 15 placas, assim foi necessario o total
de 750mL de meio, sendo estas mL divididas em 690 mL de agua destilada e 60 mL de
emuls@o de gema de ovo, acrescidos ainda, agar sabouraud 35,25g, Cloreto de sodio (NaCl)
40,25 e Cloreto de Célcio (CaCl2) 0,5¢.

A emulsdo de gema de ovo foi preparada da seguinte forma, de inicio o ovo foi



colocado em alcool 70% por alguns minutos, em seguida quebrado em uma placa de Petri
esteril, foram aspiradas 22,5mL de gema de ovo com auxilio de uma seringa, estes foram
depositados em um tubos de ensaio com tampa acrescidos de 52,5 mL de agua destilada
estéril, conseguinte a mistura foi levada ao vortex até a emulsdo ficar pronta. O meio
composto por agua destilada+éagar sabouraud+Nacl+CaCl2 ja dissolvido, foi autoclavado por
15mim a 121°C, ao fim deste processo esperou-se que 0 meio atingisse 50°C para acrescentar
a emulsdo de gema de ovo. O meio pronto foi distribuido em placas de Petri estéreis e
mantido em refrigeracéo até o0 momento do uso.

A cepas utilizadas para a avaliagdo de fosfolipase foram cultivadas 24h antes do teste
em Agar Batata Dextrose a 35°C, os indculos das cepas foram preparados em solucdo salina
estéril com concentracdo final de 4 na escala de McFarland. Com o material todo pronto,
foram realizados o0s passos seguintes na cabine de fluxo laminar, pipetou-se cinco microlitros
do indculo em discos de papel filtro esterilizados, em seguida os discos foram dispostos nas
placas com o meio 4gar gema de ovo. As placas foram incubadas a 35 °C, durante sete dias
para posterior determinacdo da atividade enzimatica (Pz).

A interpretacdo dos resultados se deu através da metodologia de Sidrim (2010) que
determina a atividade da fosfolipase (Pz) pelo célculo da relacdo entre o didmetro da col6nia
fangica e o didmetro total, incluindo a col6nia e 0 zona de precipitagdo. A medicdo foi
realizada com o auxilio de um paquimetro que é uma ferramenta que trabalha com preciséo e
serve para medir a distancia entre dois lados simetricamente opostos de um objeto, aqui se
aplica na medicdo das coldnias e halos de precipitacdo. Assim, quando Pz = 1, o isolado é
fosfolipase negativa; quando 1> Pz >0,64 o isolado ¢ positivo para atividade de fosfolipase; e
guando Pz <0,64, o isolado € fortemente positivo para esta enzima.

Os mesmos isolados foram testados para a atividade hemolitica, a metodologia
utilizada e interpretacdo de dados ocorreram segundo literatura de Favero (2011) e Luo
(2001), na qual preconizam para a avalicdo hemolitica o preparo do meio de cultivo com
sangue de carneiro, &gar sabouraud e glicose.

O preparo do meio de cultura para avaliacdo da atividade hemolitica ocorreu com a
mistura de agar, glicose e dgua destilada em um frasco reagente, depois de homogeneizado o
meio foi autoclavado durante 15 minutos a temperatura de 121°C. Com a finalizacdo da
esterilizacdo esperou-se que 0 meio atingisse temperatura de 50°C para que de forma
cuidadosa e sob leve agitacdo o sangue de carneiro fosse depositado no meio de cultivo e
distribuido posteriormente nas placas de Petri estéreis.

Levando-se em consideracdo o quantitativo de cepas e suas duplicacGes, realizou-se



aproximadamente 352 mL de meio, constituido de 327,36 mL de agua e 24,64 mL de sangue
de carneiro, na &gua destilada foram adicionadas 22,889 de &gar sabouraud e 10,569 de
glicose.

O preparo do indculo aconteceu de inicio 24h antes da realizagdo do teste, na qual as
amostras foram repicadas em agar sabouraud e mantidas na temperatura de 37°C. No dia do
teste a colénia de Candida foi diliuda em 5 mL de salina estéril até obtengdo final de 0,5 na
escala de McFarland, em seguida as amostras foram centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos
e descartado o sobrenadante, esse processo foi repetido e ao final foi realizada novamente a
suspensdo do indculo em 5 mL de salina estéril sendo conferida a escala de McFarland com
0,5. O cultivo ocorreu com a adi¢do de 10 pL do in6culo nas placas contendo &gar sangue, as
placas foram incubadas por 48h a uma temperatura de 37°C.

Os resultados foram colhidos e analisados desta forma: primeiro foram anatados os
valores de sobreposicédo total da cepa, col6nia e halo, depois o valor do didmetro da colonia,
as medidas foram realizadas com o paquimetro. Em seguida foi determinado o valor da
atividade hemolitica através do célculo da diferenca entre os diametros ja descritos. Os dados
obtidos foram interpretados como atividade hemolitica ausente para aquelas cepas sem halo
visivel, atividade hemolitica fraca quando halo < Imm, moderada de 1,1 a 1,49mm e

atividade hemolitica forte quando halo > 1,5mm.

RESULTADOS

Como relatado anteriormente o estudo realizado é um braco de uma pesquisa ja
desenvolvida. No estudo de origem a amostra final foi formada por 106 pessoas soropositivas
para 0 HIV em tratamento ambulatorial, composta principalmente por homens, solteiros, cor
de pele parda, com atividade de trabalho informal, classe econémica C e que viviam com
familiares. No que infere ao sono 67% da amostra foi composta por pessoas com ma
qualidade do sono.

Com o cultivo das amostras coletadas na cavidade oral de pacientes com HIV mal
dormidores, foi possivel isolar Candida em 43 amostras, que corresponde ao percentual de
40,6% do total de cultivos. Com base na avaliagdo por Chromagar e microcultivo foi possivel
constatar algumas espécies do género Candida nas cepas isoladas, com destaque para as do

tipo C.albicans que compreenderam 74,4% das cepas, como apresenta a Tabela 01.
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Tabela 01. Espécies do género Candida isoladas na cavidade oral de pacientes HIV

positivo mal dormidores.

Micro organismo %

pd

Candida albicans 32 74,4
Candida tropicalis 4 9,3
Candida glabrata 1 2,3
Candida 1 2,3
parapsilosis
Candida sp. 5 11,6

Quanto a avaliagdo de atividade de fosfolipase extracelular, observou-se que dos 43
isolados clinicos 72% (31) apresentaram liberacdo de fosfolipase extracelular. As 43 cepas
cultivadas foram classificadas de acordo com Pz em negativo para fosfolipase Pz=1 com total
de 12 cepas (27,9%), cepa produtora de fosfolipase 1>Pz >0,64 foram classificadas 11
amostras (25,5%) e cepa com alta atividade de fosfolipase Pz<0,64 com totalde 20 isolados
(46,5%).

No que diz respeito a producdo de fosfolipase em Candida do tipo Albicans obteve-se
0 quantitativo de 26 cepas produtoras de fosfolipase que compreende 81,25% das cepas da
espécie, as produtoras de fosfolipase do tipo Albicans ficaram divididas em 21,87%
produtoras de fosfolipase e 59,37% em cepas com atividade de fosfolipase forte (TABELA
02). Os isolados clinicos ndo-albicans apresentaram atividade de fosfolipase em alguma de
suas cepas com excecdo da espécie C.Glabrata que sua Unica cepa foi considerada negativa
para fosfolipase.

Com a classificacdo da producdo de fosfolipase das espécies encontradas nos isolados
clinicos de acordo com Pz, percebeu-se que além da C.albicans como citado anteriormente, as
cepas do tipo Candida sp também possuem em sua maioria atividade de fosfolipase, o que
difere da C.Tropicalis que 75% de suas cepas foram consideradas como ndo produtoras de
fosfolipase (TABELA 02).
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Tabela 02. Classificacdo da producédo de fosfolipase de acordo com Pz de cepas isoladas
de espécies de Candida .

Microrganismo N
Candida albicans 32 6 18,75 7 21,87 19 59,37
Candida tropicalis 4 3 75 1 25 -
Candida glabrata 1 1 100 - -
Candida 1 - 1 100 -
parapsilosis
Candida sp. 5 2 40 2 40 1 20

12

NOTA: Foi considerado Pz 1 cepas ndo produtoras de fosfolipase, Pz 2 cepas produtoras de
fosfolipase, Pz 3 cepas com atividade de fosfolipase forte.

Dentre os 43 isolados do género Candida 32 (74,42%) apresentaram atividade
hemolitica caracterizada como forte. Os resultados seriam ponderados como atividade
hemolitica ausente para aquelas cepas sem halo visivel, atividade hemolitica fraca quando
halo < Imm, moderada de 1,1 a 1,49mm e atividade hemolitica forte quando halo > 1,5mm.
Porém com a interpretagdo dos resultados deste estudo, considerou-se apenas o primeiro e 0
ultimo, atividade hemolitica ausente para aquelas cepas sem halo visivel e atividade
hemolitica forte quando halo > 1,5mm. Pois nenhuma das cepas das diferentes espécies de
Candida apresentou resultados intermediarios, ou seja, as cepas ndo apresentavam atividade
hemolitica ou apresentavam atividade forte.

A andlise da atividade hemolitica foi significativa nas Candidas do tipo C.albicans,
pois 75% das cepas foram consideradas como produtoras de forte atividade hemolitica, bem
como nas do tipo Candida tropicalis, C.glabrata e C.parapsilosis que apesar do quantitativo
de cepas ser bem inferior apresentaram resultado de 100% de atividade hemolitica. Em
contrapartida os isolados da espécie Candida sp apresentaram em 60% das cepas auséncia de

atividade hemolitica.

Tabela 03. Atividade Hemolitica de cepas isoladas de Candida de acordo com a espécie.
Presente Ausente

Microrganismo N N % N %
Candida albicans 32 24 75 8 25
Candida tropicalis 4 4 100 -
Candida glabrata 1 1 100 -

Candida 1 1 100 -
parapsilosis
Candida sp. 5 2 40 3 60
Candida 43 32 74,42 11 25,58

Quando analisadas as atividades de fosfolipase e atividade hemolitica concomitantes
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observa-se que as cepas de pessoas com HIV mal dormidores possuem grande potencial
enzimatico considerando que nas cepas do género Candida 74,42% destes apresentam forte

atividade hemolitica e 72,09% atividades de fosfolipase. Sdo destacadas nesse cenarios as

C.albicans que sdo mais prevalentes na amostra e possuem consideravel atividade enzimatica

(TABELA 04).

Tabela 04. Presenca de atividade hemolitica e fosfolipase de cepas isoladas da cavidade

oral de pacientes com HIV mal dormidores de acordo com a espécie.

At.Hemolitica Fosfolipase
Micro organismo N % N %
Candida 43 74,42 31 72,09
Candida albicans 32 75 26 81,25
Candida tropicalis 4 100 1 25
Candida glabrata 1 100 -
Candida 1 100 1 100
parapsilosis
Candida sp. 5 40 3 60




DISCUSSAO

A predominancia da espécie C.albicans (74,4%) entre isolados de Candia no estudo
corrobora com dados presentes na literatura. Na pesquisa realizada por de Andreola et al
(2016), foram obtidos no total 35 isolados clinicos provenientes da cavidade oral, destes 77%
foram classificados como C.albicans, o estudo possuia com um de seus objetivos investigar as
espéecies de Candida causadoras de infec¢bes orais. O dado foi confirmado em um outro
estudo realizado com 37 cepas colhidas de diferentes sitios anatdbmicos (fezes, urina e boca),
nesta o total de cepas da espécie Albicans foi de 31 aproximadamente 80% do total da
amostra coletada que passou por testes de fosfolipase e resisténcia a antifangicos.

As espécies de candidas ndo-Albicans (25%), C.tropicalis , C.glabrata, C.parapsilosis
e Candida sp encontradas nos isolados clinicos da cavidade oral em quantidades
relativamente reduzidas séo validadas no estudo de Andreola et al (2016) que dentre as cepas
da cavidade oral cultivadas, 22% eram pertencentes as espécies de C.tropicalis e
C.parapsilosis, esta ultima foi destacada pelos autores por ser de carater emergente nas
candidemias, relacionada principalmente com o uso de cateteres e mé higiene das méos dos
profissionais de saude.

Realizada busca na literatura identificou-se que a producéo de enzimas extracelulares
¢ considerada como um dos principais fatores de viruléncia para o desenvolvimento das
infeccBes oportunistas, em especial na candidiase oral. A capacidade das leveduras para
mudar o tipo de relacdo com o hospedeiro, depende de varios fatores de viruléncia, incluindo
a producdo de fosfolipases (Costa et al., 2009), que como dito anteriormente possibilita o
aumento da capacidade de adesdo e da taxa de mortalidade aléem de causar danos na
membrana da célula hospedeira (Samaranayake et al., 2005).

A producdo de atividade de fosfolipase segundo a literatura era caracteristica apenas
das espécies de C albicans, como no estudo de Marcos-Arias et al (2011) que reportou que as
espécies ndo-albicans ndo produziam fosfolipase. Entretanto € conhecido que outras espécies
de Candida também produzem esta enzima, geralmente em quantidades menores (Ghannoum,
2000). A pesquisa constatou que das 43 cepas isoladas de 5 diferentes tipos de Candida
aproximadamente 72% foram classificadas como produtoras de fosfolipase compreendidas
nas espécies de, Candia albicans, Candida tropicalis ,Candida parapsilosis e Candida sp, a
Unica especie que ndo apresentou fosfolipase foi Candida glabrata. Fato semelhante
aconteceu no estudo de SIDRIM (2010), no qual todas as cepas de Candia albicans isoladas

apresentaram atividade de fosfolipase, quanto as Candida nao-albicans, 40% foram positivo
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para producdo de fosfolipase classificadas nas especies de C.tropicalis,C.parapsilosis e
C.krusei.

Algumas literaturas apresentam que a atividade da fosfolipase em Candida Albicans
estd associada a superficie celular das células de levedura. A possivel quebra de células de
fosfolipido leva subsequente produgdo de uma substancia prejudicial as membranas celulares,
que poderia desempenhar um papel danoso na célula hospedeira, assim infere 0 motivo de em
varias pesquisa a C.albicans apresentar sempre valores de fosfolipase significantes. Neste
estudo as cepas cultivadas de Candicada Albicas 32 apresentaram 81% de fosfolipase,
destribuidas em 7 isolados com atividade de fosfolipase e 19 cepas com atividade de
fosfolipase forte. Em concordancia com nosso estudo Andreola et al (2016) confirmou na
analise dos seus isolados clinicos percentual maior de fosfolipase nas C.albicans com 9 cepas
positivas para fosfolipase, dentre as quais 7 foram consideradas produtoras forte e 2
produtoras de atividade moderada. Quanto as né&o-albicans, os autores acreditam que a
atividade de fosfolipase existe minimamente quando comparada com as C.albicans.

Ao ser avaliada a atividade enzimatica de fosfolipase € possivel perceber a formagéo
de uma densa zona branca de precipitacdo distinta e bem definida ao redor das coldnias de
isolados positivos para a fosfolipase. Nas cepas principalmente de C.albicans positivo para
atividade de fosfolipase essa precipitacdo e melhor distinguida. Isto ocorre provavelmente
devido a formacdo de um complexo de calcio com os &cidos graxos liberados pela acdo de
fosfolipase nos fosfolipidios presentes na gema de ovo, meio que se deu o cultivo. Prince et al
(1982) ao testar a metodologia empregada na avaliacdo da atividade de fosfolipase, realizou
estudos de isolados de diferentes locais do mesmo paciente com a finalidade de confirmar que
para qualquer paciente a atividade da fosfolipase detectada pelo método de placa foi
semelhante, independentemente da fonte do isolado. Com isso, o teste empregado pode ser
utilizado com um marcador prognostico, principalmente tratando-se de infec¢des oportunistas
em pacientes com HIV, visto que producdo de fosfolipase pode ser considerada como um
fator de patogenicidade, porém ainda séo necessarios estudos que estabelecam concretamente
o papel da fosfolipase no dano a célula hospedeira.

Assim como a fosfolipase, a producdo de atividade hemolitica é caracterizada com um
fator de viruléncia na infeccdo por Candida. Pouco se sabe sobre este mecanismo enzimatico,
porém acredita-se que as hemolisinas sdo responsaveis pela quebra das heméacias gerando
compostos ferrosos ou ions de ferro com a finalidade de proliferacdo da infeccdo (Luo et al
2004). A avaliagdo da atividade hemolitica de C.albicans € relatada na literatura a alguns

anos. Porém percebe-se 0 numero de estudo sobre atividade hemolitica de espécies néo-
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albicans de Candida ainda é muito pequeno, pois ndo é considerado significativo por alguns
pesquisadores fato que deve ser mudado.

Em estudo desenvolvido Luo et al (2001), avaliou atividade hemolitica em um amplo
espectro do género Candida em 14 espécies diferente, no qual foi comprovado producéo de
hemolisinas em algumas cepas isoladas de todas as espécies. Entre espécies de Candida
algumas demostraram atividade hemolitica mais significante que as outras espécies
C.albicans, C.dubliniensis, C.kefyr e C.tropi-calis deve-se ter em mente que existem
hemolisinas especificas da espécie que podem variar em tamanho, portanto, afetar a taxa de
difusdo da cepa.

O estudo citado anteriormente ajuda a comprovar os achados dessa pesquisa, assim
como no estudo Luo et al (2001) as cepas isoladas de diferentes espécies de Candida
apresentaram atividade hemolitica, do total de 43 cepas 32 apresentaram forte atividade
hemolitica que corresponde a aproximadamente 75% da amostra divididos nas especies
Candia albicans, Candida tropicalis ,Candida parapsilosis , Candida sp, e Candida glabrata.

A pesar de todas espécies de cepas apresentarem atividade hemolitica, considera-se
pelo quantitativo de cepas cultivadas, que os isolados de C.albicans possuem maior atividade
hemolitica quando comparado as demais espéceis. Neste estudo as cepas de C.albicans
apresentaram em 75% atividade hemolitica caracterizada como forte. Em seu estudo Tadiello
et al (2016) confirmou achado parecido, com um total de 45 cepas cultivadas da cavidade oral
classificadas como 40 C.albicans e 5 ndo-albicans ap0s teste para atividade hemolitica, foi
observado resultado significativo para forte producdo de atividade hemolitica para as cepas de
C.albicans. Entretanto, em pesquisa realizada com o objetivo da avaliar a atividade proteasica
e hemolitica Varela e Macédo (2016) constataram um quantitativo maior de atividade
hemolitica para as cepas da espécie C. parapsilosis, ja citada na literatura como sendo a mais
envolvida a biofilmes e dispositivos médico-invasivos. Luo et al (2001) pondera ainda em seu
estudo que cepas de C. albicans e C. dubliniensis parecem ser as mais produtoras de
hemolisinas, validando mais uma vez o fato da C.albicans apresentar maior atividade
hemolitica.

Considera-se importante avaliar a relacdo entre a viruléncia e o grau de producdo de
atividade hemolitica entre isolados patogénicos e comensais de Candida, compreendendo que
a avaliacdo pode ajudar na tomada de decisdo do metodo terapéutico e uma melhor resposta
do organismo. Foi possivel identificar neste estudo que as cepas de modo geral apresentaram
boa atividade hemolitica e fosfolipase. Cepas Candia Albicans apresentaram alta atividade

hemolitica e de fosfolipase, comprovando-se com os estudos disponiveis na literatura. Os
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isolados de Candida Ttropicalis apresentaram alta atividade hemolitica e baixa atividade de
fosfolipase, a Unica cepa isolada da espécie Candida Parapsilosis apresentou as duas
atividades enzimaticas, os isolados de Candida sp apresentaram maior atividade de
fosfolipase 60% e atividade hemolitica em apenas 40% da amostra a Candida glabrata em

sua Unica cepa sO apresentou atividade hemolitica.

CONCLUSAO

Apds analise descritiva dos resultados, podemos concluir que a espécie de C.albicans
apresenta maior atividade enzimatica (hemolitica e fosfolipase) do que as cepas nao-albicans,
podendo ter maior capacidade proliferativa em uma infeccdo pela presenca deste fator de
viruléncia. Ressalta-se também que segundo alguns achados na literatura o processo de
caracterizacdo enzimatica pode ser um marcador de progndéstico para uma melhor conducéo

terapéutica.
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