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Resumo

Devido aos problemas ocasionados pelo fungo do género Candida da mucosa vaginal em pacientes atendidas
em uma UBS na cidade de Iranduba — Amazonas, este trabalho teve como objetivos isolar e identificar as
espécies de Candida sp. envolvidas em processo de candidiase vulvovaginal, testar a atividade de enzimas
extracelulares fosfolipase e proteinase, bem como avaliar a susceptibilidade desses micro-organismos ao
extrato produzido a partir de folhas de Psidium guajava Linn. (goiabeira). Participaram do presente estudo
50 pacientes do género feminino, com idades entre 12 e 80 anos. As leveduras do género Candida estavam
presentes em 29 (58%) das amostras estudadas. Para o isolamento e identificacdo dos micro-organismos
foram utilizados os meios de cultura Agar Sabouraud Dextrose e CHROMagar, respectivamente. Os testes de
susceptibilidade e de atividade enzimatica foram realizados em 24 amostras de Candida sp. Os resultados
demonstraram que todas as cepas do género Candida foram produtoras de proteinase e fosfolipase sendo
positivas e fortemente positivas. Quanto a susceptibilidade do extrato, a CIM foi determinada na dilui¢do 1:2
para C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e para C. glabrata a CIM foi 1:8, apresentando potencial
antifungico in vitro satisfatério.

Palavras-Chave: Candidiase vulvovaginal, atividade antifungica, atividade enzimatica.

Isolation and characterization of Candida sp. in patients from the municipality of Iranduba-
AM and their susceptibility to the extract of Psidium guajava Linn. Due to the problems caused by
the fungus Candida genus of the vaginal mucosa in patients attended at a UBS in the city of Iranduba -
Amazonas, this work had as objectives to isolate and identify the species of Candida sp. involved in the
process of vulvovaginal candidiasis, to test the activity of extracellular enzymes phospholipase and
proteinase, as well as to evaluate the susceptibility of these microorganisms to the extract produced from
leaves of Psidium guajava Linn. (guava). Fifty female patients, aged between 12 and 80 years, participated
in the study. Candida yeasts were present in 29 (58%) of the samples studied. For the isolation and
identification of the microorganisms the culture media Sabouraud Agar Dextrose and CHROMagar,
respectively, were used. The susceptibility and enzymatic activity tests were performed on 24 samples of
Candida sp. The results demonstrated that all strains of the genus Candida were proteinase and
phospholipase producers being positive and strongly positive. Regarding the susceptibility of the extract, the
MIC was determined at the 1: 2 dilution for C. albicans, C. krusei, C. tropicalis and for C. glabrata MIC was
1: 8, presenting satisfactory in vitro antifungal potential.
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1. Introducao

O género Candida pertence ao Reino
Fungi, grupo Eumycose Blastomycetes e faz parte
da familia Criptococcacea. As principais espécies
de interesse clinico neste género sdo Candida
albicans, Candida glabrata, Candida krusei,
Candida parapsilosis e Candida tropicalis
(CAMARGO et al, 2008). Esses micro-
organismos podem ser encontrados em variados
ecossistemas, como solo, alimentos e &gua.
Fazendo parte da microbiota de homens e animais,
sendo conhecidos por degradarem proteinas e
carboidratos para obterem carbono e nitrogénio, e
devido a sua capacidade adaptativa, se
desenvolvem tanto na presenca de oxigénio
guanto em anaerobiose (GIOLO & SVIDZINSKI,
2010).

Dentre as centenas de espécies descritas,
as leveduras do género Candida sdo consideradas
importantes agentes de infeccdo relacionados a
assisténcia a saude e representam um desafio para
a sobrevida de pacientes com doencas graves, ou
aqueles em periodo poés-operatdrio. Hospitais
norte-americanos, com sistema de vigilancia
operante, notificaram espécies de Candida como
sendo o 6° patdgeno mais frequente em infecgdo
nosocomial e a 42 causa mais comum de infecgdes
de corrente sanguinea, adquiridas em hospitais.
(ANVISA 2013; ANVISA, 2004).

Entre as espécies mais frequentemente
isoladas de candidose estdo C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata. Além destas espécies,
diferentes amostras clinicas isoladas apresentam
C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. guilliermondii
e C. krusei. O principal patégeno humano do
género Candida é C. albicans, considerado um
fungo oportunista patogénico. Sua habilidade em
causar doenca esta mais relacionada ao estado
imunolégico do hospedeiro do que aos
reconhecidos fatores de viruléncia
(CANABARRO et al., 2009).

A patogenicidade das espécies fungicas
depende de alguns fatores de viruléncia, como a
capacidade de crescer a 37°C, a qual permite um
bom desenvolvimento no corpo humano da
formacdo de hifas e pseudohifas, as quais
representam um obstaculo para a fagocitose e
permitem a fixacdo da levedura nos epitélios. A
producdo de fosfolipases e de proteinases auxiliam
na aderéncia da levedura na mucosa do hospedeiro,
facilitam a invasdo flangica e as acles que
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promovem a depressio da  imunidade
(CAMARGO et al., 2008).

Uma micose oportunista primaria ou
secundaria, enddgena ou exdgena, reconhecida
como doenca sexualmente transmissivel (DST),
levam a lesBes que podem variar de superficiais a
profundas; brandas, agudas ou cronicas;
envolvendo diversos sitios, tais como boca,
garganta, lingua, pele, couro cabeludo, genitalias,
dedos, unhas e por vezes Orgdos internos
(BARBEDO; SGARBI, 2010).

Vérios fatores de viruléncia de Candida
sp. ja foram descritos, como a producdo de
enzimas extracelulares fosfolipase e proteinase. A
secregdo0 de proteinases ocorre pelos genes
denominados Secreted aspartyl proteinases
(Saps), muito importantes e bem conhecidos em
Candida albicans, pois facilitam a invasdo e
colonizagdo de tecidos dos hospedeiros pela
ruptura das mucosas e degradam importantes
proteinas de defesa imunoldgica e estrutural,
como albumina, hemoglobina, queratina,
coladgeno, mucina, lactoferrina, lactoperoxidase e
imunoglobulinas como as da classe IgA. Ja foram
identificados dez genes Saps em C. albicans,
quatro em C. tropicalis, trés em C. parapsilosis e
nenhum em C. glabrata e em outras espécies
(BRANCO et al., 2012).

As fosfolipases pertencem a uma familia
de enzimas capazes de degradar diversos tipos de
substratos fisiologicamente importantes, tais como
componentes celulares da mucosa. Estas enzimas
extracelulares desempenham um papel importante
na invasdo dos tecidos, caracterizada pela
desintegracdo das membranas epiteliais, fato que
facilita a ancoragem da hifa para dentro do
citoplasma da célula (ANDREOLA et al., 2016).
As enzimas categorizadas como fosfolipases (PLs,
do inglés phospholipases) também  sédo
consideradas fatores de patogenicidade em
Candida sp. PLs s&o enzimas que hidrolisam o0s
fosfolipidios e os acidos graxos. Varios estudos ja
mostraram que espécies de Candida ndo albicans
(CNA) séo capazes de produzir fosfolipases
extracelulares (BRANCO et al., 2012).

A planta Psidium guajava, conhecida
popularmente como goiabeira, se apresenta na
natureza em forma de arbusto perene da familia
das Mirtaceas. E uma arvore frutifera, originaria
das Américas Central e do Sul, cultivada em todos
os paises de clima tropical. Na medicina popular é
utilizada para célicas, colite, diarreia, disenteria e
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dor de barriga (VENDRUSCOLO et al., 2005;
TORRES et al, 2005). Segundo algumas
pesquisas realizadas no Brasil, pais detentor de
uma grande biodiversidade, a goiaba vermelha,
Psidium guajava, poderia ser utilizada como
alternativa terapéutica em infeccdes flngicas
(ALVES et al., 2006; ALVES et al., 2009).

A regido amazobnica, além de possuir
grande biodiversidade, também é o habitat de um
consideravel contingente populacional humano.
Embora grande parte desse contingente esteja
concentrado nas areas urbanas, milhdes de
pessoas, incluindo populagBes indigenas e
ribeirinhas, vivem nas éareas rurais mais distantes
onde o acesso a saude é dificultado devido a
geografia topografia da regido. Considerando que
a Psidium guajava (goiabeira) € comum em paises
de clima tropical, facilitando o acesso a populagao
e 0 extrato é de baixo custo, a folha da goiabeira
pode ser utilizada como meio alternativo no
tratamento da candidiase, ainda buscando a sua
melhor forma farmacéutica para 0 Seu UusoO
farmacolégico adequado.

Via de regra, a quantidade de leveduras na
lesdo € geralmente alta e, frequentemente, mais de
uma espécie é isolada. Em fungdo do grande
namero de mulheres atendidas com vulvovaginite
na area ginecoldgica das clinicas das redes de
salde do estado, com queixas de irritagdo vaginal,
coceira intensa e corrimento vaginal, como
também do crescente interesse pelos mecanismos
de viruléncia de Candida, surgiu o interesse em
identificar as espécies envolvidas em processos
inflamatérios da vagina em pacientes atendidas
nas policlinicas de rede publica.

O objetivo do trabalho foi isolar,
identificar e estimar a frequéncia de espécies de
Candida sp. envolvidas em processos de
candidiase vulvovaginal, bem como avaliar in
vitro a atividade antiflngica do extrato da folha da
Psidium guajava Linn. (goiabeira), através da
determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) em estudo comparativo com o gluconato de
clorexidina a 0,12%. Também foi avaliada a
atividade de enzimas extracelulares fosfolipase e
proteinase produzidas pelas mesmas amostras
isoladas.

2. Material e Método
2.1 Coleta do material

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
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Paulista UNIP/Manaus, sob protocolo CAEE
50785315.3.0000.5512.

Participaram do presente estudo 50
pacientes do género feminino, com idades entre
12 e 80 anos. Todas as pacientes foram
previamente elucidadas quanto ao projeto de
pesquisa, através do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e ficha de dados
clinico, com suas identidades mantidas em sigilo.
As amostras de Candida sp. foram coletadas pelo
profissional médico ginecologista em mulheres que
estavam recebendo atendimento ginecoldgico de
rotina em uma Unidade Bésica de Saude no
municipio de Iranduba -  Amazonas,
independentemente de apresentarem ou n&o
sintomas de candidiase Vulvovaginal. A coleta foi
realizada no canal vaginal externo, com auxilio de
Swab estéril, apo6s a coleta, as amostras foram
transportadas, em meio salino, para o Laboratério
de analises clinicas da Universidade Paulista
UNIP/Manaus.

2.2  Crescimento, isolamento e
identificagdo dos micro-organismos

Para o crescimento dos fungos foi
utilizado o meio agar Sabouraud dextrose, onde as
amostras foram incubadas a 37°C por um periodo
de 24-48 horas em tubos de ensaio contendo o
meio de cultura. Em seguida foi utilizado o meio
CHROMagar Candida® (Paris, Franga) nas
mesmas condic¢Oes de temperatura por um periodo
de até sete dias, em placas de Petri, onde foi
observada a morfologia caracteristica das
col6nias, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Cor e morfologia das col6nias de Candida
em CHROMagar Candida segundo instrucdes do
fabricante.

Cor tipica da col6nia Micro-organismos pré-

identificado

Verde C. albicans

Azul metalico C. tropicalis

Roxo C. glabrata
Rosa, rugosa C. krusei

Branca a rosa Outras espécies

2.3  Preparacdo do extrato de Psidium
guajava Linn.

Apos terem sido coletadas, as amostras de
Psidium guajava Linn. (goiabeira) foram
identificadas e inseridas na colecdo do herbario do
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Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia
(INPA), com numero de tombamento INPA-
279.374.

Para a obtencéo dos extratos vegetais, foi
realizada metodologia descrita por Alves et al
(2006), onde as folhas foram lavadas com &gua
corrente e posteriormente separadas as matérias-
primas a serem utilizadas na pesquisa. Em seguida
a matéria-prima foi levada a secagem em estufa a
33°C, durante 22 horas, para eliminagdo de
umidade e estabilizacdo do material. Passado este
periodo a matéria-prima foi retirada da estufa,
triturada a p6 em moinho elétrico e entdo
submetida a processo de extracdo dos principios
ativos. Por se tratar de uma matéria rica em
polifénois de facil modificagdo estrutural, ndo foi
utilizada a extracdo a quente, preservando assim a
estabilidade do material. O método de extracao
empregado foi a lixiviagdo ou percolagdo em
fluxo continuo a temperatura ambiente. Esta etapa
ocorreu em um periodo de 24 horas, e uma
preparacgdo hidrocoolica a 80% v/v utilizado como
solucéo extratora.

Apbés este tempo, o marco fica
completamente esgotado (extracdo total dos
marcadores ou principios ativos). Nesta etapa,
foram utilizadas aproximadamente 106,6 mL de
solugdo hidroalcodlica para 20 g de matéria-prima
seca e pulverizada, visando o completo
esgotamento da droga.

A concentragdo da solucdo de extrato
padrdo (em nivel de extrato fluido 1:1 p/v) foi
determinada de acordo com a metodologia
descrita por Alves, et al (2006), utilizando rota-
vapor a temperatura constante de 45°C.

2.4 Montagem do experimento para a
determinacdo da atividade antifingica de
Psidium guajava Linn.

A atividade antifngica foi determinada
pelo método de difusdo em meio solido para a
determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM). As cepas foram reativadas em caldo
Sabouraud Dextrose a 37°C e estocadas em agar
Sabouraud Dextrose 4%. Para a conducgdo do
estudo, suspensdes fangicas dos micro-
organismos foram preparadas em solucdo salina,

sob a concentragéo 1,5x108 UFC/mL na escala de

0,5, comparavel ao tubo a 108 da escala de
MacFarland. Foram realizadas perfuracbes de
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aproximadamente 6 mm de didmetro no meio de
cultura &gar Sabouraud Dextrose 4% depositadas
em placas de petri. Nestes orificios foi colocado
um volume de 50 ul. da solugdo da escala do
extrato diluido, variando da diluicdo 1:1 até 1:32,
em agua estéril. Os testes foram realizados em
duplicata (Figura 1).

E.P: Extrato Puro
PN : Prova negativa (gluconato
de clorexicidina a 0,12 %)

Diluigédo seriada (Com fator
de diluigédo 2):
+ Diluicéo 1:2
Diluicéo 1:4
Diluicéo 1:8
Diluicéo 1:16
Diluicéo 1:32

Figura 1 — Representacdo esquematica da distribuicdo
dos orificios para o acondicionamento do extrato das
folhas de Psidium guajava Linn. em placa de petri.

As placas foram incubadas em estufa a
37°C por um periodo de 24-48 horas. A medicao
de cada halo foi calculada através da média igual
ao didmetro horizontal mais o didmetro vertical
dividido por dois (conforme a formula).
(CAVALCANTI, et al. 2011; ALVES, et al, 2006.
Com adaptagdes).

DH + DV

]
Il

2.5 Determinagdo da atividade enzimética
de Candida sp.

A deteccdo da atividade enzimética foi
realizada segundo a técnica de Camargo et al
(2008), no qual os isolados foram submetidos a
pesquisa de enzimas fosfolipase e proteinase.
Foram utilizados os meios de cultura &gar
proteinase (extrato de levedura 11,7 g; albumina
bovina 2 g; protovit 3 gotas, agar 18 g e H.O 1000
mL) e agar fosfolipase (dgar Sabouraud 65 g;
NaCl 57,3 g; CaCl, 0,55 g; gema de ovo 40 g e
H.O 1000 mL). A padronizagdo da concentragéo
da solucdo de micro-organismos utilizada nos
testes foi feita equivalente a 1 na escala de
MacFarland, posteriormente foram inoculadas em
ponto central das placas contendo os meios. Os
indculos de cultivos permaneceram incubados a
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37°C, durante sete dias para proteinase e quatro
dias para fosfolipase.

A presenca da atividade da proteinase e da
fosfolipase foi verificada pela formacdo de um
halo transparente ou opaco ao redor da colbnia,
respectivamente. A atividade enzimaética (Pz) foi
obtida por meio da razdo entre o didmetro da
colonia e o diametro da colonia mais a zona de
precipitacdo, onde Pz = 1 € negativo, Pz > 0,64 e
<1 é positivo e Pz < 0,63 ¢ fortemente positivo.

2.6 Analises estatisticas

Os ensaios foram realizados com analise
de varidncia (ANOVA), pelo teste F, quando
significativo, as comparacGes de médias foram
realizadas pelo teste de Tukey, todos o0s testes
realizados ao nivel de 5% de probabilidade.

3. Resultados e Discussao
3.1 Frequéncia de Candida sp.
amostras coletadas

As leveduras do género Candida estavam
presentes em 29 amostras coletadas (58%). As
mesmas foram identificadas utilizando o meio de
cultura CHROMagar Candida, sendo 12 C.
albicans, 5 C. krusei, 5 C. glabrata, 4 C. tropicalis
e 3 como Candida spp., conforme a (Figura 2).

nas

Espécies Identificadas

10.3%
13,9%

41.4%

17.2%

17.2%

MC. krusei
W C.tropicalis

W C. albicans
B C. glabrata
1 Qutras espécies

Figura 2 — Percentual das espécies de Candida sp.
encontradas em todas as amostras.

Dentre as 29 amostras citadas, 24 delas
apresentaram uma Unica espécie de levedura
(82,8%) e apenas 5 apresentaram mais de uma
espécie (17,2%), conforme a (figura 3). Foram
utilizados para os testes de susceptibilidade ao extrato de
Psidium guajava Linn. e atividade de enzimas
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extracelulares fosfolipase e proteinase apenas as 24
amostras contendo uma Unica espécie.

u C. albicans W C. krusei

u C. glabrata mC. tropicalis

16,7%

41,7%

20,8%

20,8%

Figura 3 — Frequéncia das espécies de Candida sp.
encontradas por amostra. Essas mesmas amostras
apresentaram apenas uma Unica espécie de levedura.

Dentre as espécies isoladas, C. albicans
foi a mais frequente apresentando 41,7%. Esses
resultados sdo semelhantes aos descritos por
Barberdo e Sgarbi (2010), quando esses relataram
gue uma vez que esta levedura faz parte da
microbiota humana, ela é considerada uma micose
oportunista e representa 60% dos isolados de
amostras clinicas. No estudo de Andreola et al
(2016), isolou-se cepas da cavidade oral de
humanos no qual mostrou a determinacdo das
espécies identificadas pelo meio CHROMagar
Candida, onde houve predominio da C. albicans,
a qual foi identificada em 27 casos representando
77%. Em nosso estudo houve baixa prevaléncia de
espécies ndo albicans, evidenciando que C.
albicans é a espécie mais frequente dentre as
amostras coletadas no quadro da candidiase.

3.2 Susceptibilidade ao extrato

Os testes de suscetibilidade das espécies
de Candida sp. ao extrato de Psidium guajava
Linn. demostraram que todas as amostras
apresentaram susceptibilidade nas concentragdes
de 1:1 (extrato puro) e 1:2, mostrando que houve
atividade antifungica satisfatéria, havendo
variagdes nas outras diluicBes entre as espécies
testadas.

A andlise da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) foi relacionada quanto ao nivel do
extrato puro e suas escalas de diluicbes conforme
tabela 2, e quanto a comparacdo entre o
antifangico comercial (gluconato de clorexidina a
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0,12%) com o extrato puro e suas diluicGes com o
conforme Figuras 4,5,6¢e 7.

Tabela 2 — Distribuicdo do perfil de susceptibilidade
das espécies de Candida sp. mediante as diferentes
concentragdes de extrato.

Diluicdo C. C. glabrata C. C.
albicans tropicalis krusei
Extrato 2.3600 2.2000 2.650 2.1300
puro* 0 0 00 a
a a a
12 1.8475 1.5750 1.806  1.4900
0 0 25 0
b ab ab ab
14 1.3475 1.3950 1112 1.1450
Oc 0 50 b
ab bc
18 1.1075 1.2100 1.075 0.8500
0 0 00 bc
cd bc bc
1:16 0.8125 0.7750 1.025 0.3350
0 0 00 cd
de bc bc
132 0.5850 0.4000 0.750 0.0000
0 0 00 d
e c c
Prova 1.5100 1.1750 1.543 1.1550
negativa 0 0 75 0
* bc bc bc b

*Extrato puro feito com folha de Psidium guajava
Linn.

*Prova negativa feito com gluconato de clorexidina a
0,12%.

Conforme visto na tabela 2, as médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si. O estudo comparativo entre o extrato
puro e suas escalas de dilui¢cdes segundo o teste de
Tukey determina que na espécie C. albicans, o
extrato puro diferiu das demais escalas de
diluicGes e da prova negativa. A prova negativa
nédo diferiu da diluicdo 1:2. A diluicdo 1:4 e 1:8
néo diferiram entre si, sendo a CIM a diluicdo 1:8.
As diluicbes 1:16 e 1:32 foram insatisfatorias.
Para os testes de susceptibilidade de C. glabrata,
0 extrato puro ndo diferiu das diluigdes 1:2 e 1:4.
A prova negativa ndo diferiu das diluigdes 1:8 e
1:16. Sendo a CIM a diluicdo 1:16. A diluicdo
1:32 foi insatisfatoria. Para o0s testes de
susceptibilidade de C. tropicalis, o extrato puro
ndo diferiu da diluicdo 1:2. A prova negativa nao
diferiu das diluicbes 1:4; 1:8 e 1:16. Sendo a CIM
a diluicdo 1:16. A diluigdo 1:32 foi insatisfatoria.
Para os testes de susceptibilidade de C. krusei, 0
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extrato puro ndo diferiu da diluicdo 1:2. A prova
negativa nao diferiu das dilui¢cdes 1:4 e 1:8. Sendo
a CIM a diluicdo 1:8. As diluicdes 1:16 e 1:32
foram insatisfatorias.

O estudo comparativo entre o antifingico
comercial (gluconato de clorexidina a 0,12%) e o
extrato de Psidium guajava Linn. e suas escalas
de diluicbes para determinagdo da CIM
demonstraram que nas espécies C. albicans, C.
krusei e C. tropicalis a CIM foi determinada na
diluicdo 1:2 conforme figuras 4, 5 e 6. Na espécie
glabrata a CIM foi determinada na diluicdo 1:8
conforme Figura?7.

C. albicans
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Figura 4 — Distribuicdo do perfil de susceptibilidade
das especies de C. albicans mediante a comparacdo
com a prova negativa gluconato de clorexidina a 0,12%
(antifingico comercial). No eixo “Y”, valores obtidos
por meio do teste de Tukey.

C. krusei
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Figura 5 — Distribuicdo do perfil de susceptibilidade
das espécies de C. krusei mediante a comparagdo com a
prova negativa gluconato de clorexidina a 0,12%
(antifangico comercial). No eixo “Y”, valores obtidos
por meio do teste de Tukey.
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Figura 6 — Distribuicdo do perfil de susceptibilidade
das espécies de C. tropicalis mediante a comparagdo
com a prova negativa gluconato de clorexidina a 0,12%
(antifangico comercial). No eixo “Y”, valores obtidos
por meio do teste de Tukey.
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Diante das andlises dos resultados in vitro
fase pré-clinica, obteve-se um resultado
satisfatorio mediante as andlises comparativas
realizadas, onde as cepas do género Candida
apresentaram sensibilidade ao extrato puro e suas
escalas de diluicbes em todas as cepas analisadas
variando a CIM entre a diluicdo 1:8 e 1:16, e
guando comparado ao antifdngico comercial
(gluconato de clorexidina a 0,12%) a CIM foi nas
diluicBes 1:2 e 1:8.

C. glabrata
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Figura 7 — Distribuicdo do perfil de susceptibilidade
das espécies de C. glabrata mediante a comparacéo
com a prova negativa gluconato de clorexidina a 0,12%
(antifangico comercial). No eixo “Y”, valores obtidos
por meio do teste de Tukey.

CS7

Scientia Amazonia, v. 7, n.2, CS1-CS11, 2018
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

ISSN:2238.1910

Os resultados obtidos corroboram com os
descritos por Alves et al (2006), quando estes
analisaram cepas de Candida sp. da cavidade oral
de humanos. Esses relataram que o extrato da
goiabeira inibiu, até a concentracdo de 1:32, o
crescimento de todas as cepas de C. albicans e C.
tropicalis analisadas. Todavia, no mesmo estudo,
as leveduras C. stelatoidea e C. krusei
apresentaram sensibilidade apenas nas maiores
concentragoes.

Os resultados descritos no presente
trabalno demonstram que espécimes de C.
albicans provenientes da mucosa vaginal
apresentam menor susceptibilidade ao extrato
testado quando comparadas a amostras coletadas
da cavidade oral. Em relagdo aos resultados
obtidos com as amostras de C. tropicalis, nosso
estudo mostra a CIM em 1:16, tendo
susceptibilidade semelhante ao descrito por Alves
et al (2006), no entanto C. krusei provenientes da
mucosa vaginal apresentam maior
susceptibilidade ao extrato testado quando
comparadas a amostras coletadas da cavidade
oral.

No estudo realizado por Fonseca e
Botelho (2010), espécies do género Candida (C.
albicans, C. krusei e C. tropicalis.) foram testadas
frente & solugdo hidroalcodlica de P. guajava. O
teste de sensibilidade com a solugdo
hidroalcodlica apresentou atividade
antimicrobiana em todas as amostras testadas.
Entretanto, Menezes et al (2009) realizou outro
estudo onde avaliou varios extratos de plantas da
Amazénia frente a inibicdo de C. albicans e
observou que apenas o extrato de Syzygium
aromaticum (cravo-da-india) apresentou atividade
antifungica satisfatéria. Os extratos de P. guajava
apresentou atividade antifingica moderada.
Outros extratos testados ndo apresentaram
atividade antifangica, como: Annona glabra,
Azadiractha indica, Bryophyllum calycinum e
Mammea americana.

O estudo de Fonseca e Botelho (2010), foi
simile ao nosso, uma vez que as mesmas especies
de  Candida  apresentaram  sensibilidade
antimicrobiana frente ao extrato de Psidium
guajava. No entanto, o estudo realizado por
Menezes et al (2009), expde que a atividade
antifungica de Psidium guajava foi moderada
frente as cepas de Candida sp. o que faz ser
avesso ao nosso estudo, uma vez que todas as
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cepas de Candida obtiveram sensibilidade
satisfatoria ao extrato da folha de goiabeira.

Cavalcanti et al (2012), utilizou Oleos
essenciais de C. aurantium, C. limmom, C.
reticulata, X. brasiliensis, C. xanthocarpa, O.
basilicum e C. martinii para avaliacdo antifingica
in vitro. O ensaio para verificagdo da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais foi realizado
sobre as cepas de Candida sp., onde apontaram o
efeito inibitério desejado, sendo de grande
relevancia novos estudos frente as plantas
medicinais, nas quais possuem grande finalidade
terapéutica no combate a micro-organismos
patogénicos.

Freire et al (2016), discorre sobre que o
territério brasileiro que possui cerca de 20% da
biodiversidade mundial, incluindo plantas, que
servem como matéria-prima para a produgdo de
medicamentos fitoterapicos e outros. A grande
diversidade cultural e étnica do Brasil é
responsavel pelo conhecimento transmitido ao
longo de geragdes sobre a gestdo e uso de plantas
medicinais. Considerando a resisténcia das
leveduras pertencentes ao género Candida frente
aos antifingicos atualmente utilizados, pode-se
inferir que a busca de novos compostos
antifungicos de origem vegetal mostra-se de
relevante significancia. H& a necessidade de
realizacdo de estudos de cunho toxicologico e
clinico como suporte de seguranca para 0 USO
destes produtos como farmacos.

Estudos indicam que a goiaba vermelha,
Psidium guajava, poderia ser utilizada como
alternativa terapéutica em infeccdes fungicas
(ALVES et al., 2009), uma vez que é de féacil
acesso a populacédo, e altamente rica nas regides
de clima tropical, esta espécie de planta tem
potencial para ser utilizada contra as cepas de
Candida sp. No entanto, mais avaliacfes
farmacoldgicas devem ser realizadas,
desenvolvendo o estudo clinico com objetivo de
estabelecer uma evolugéo preliminar da seguranga
e do perfil farmacocinético e farmacodindmico da
substancia analisada.

3.3 Atividade de fosfolipase e proteinase de
espécies de Candida spp.

Das 24 amostras analisadas, todas
apresentaram atividade enzimética positiva, com
Pz variando entre 0,8 e 0,9 para os dois substratos
testados. Sendo classificadas como positivas e
fortemente positivas. As cepas produtoras de
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fosfolipase obtiveram 9 positivas e 15 fortemente
positivas. C. albicans obteve 3 amostras positivas
e 7 fortemente positivas. C. krusei obteve 2
positivas e 3 fortemente positivas. C. glabrata
obteve 2 positivas e 3 fortemente positivas e C.
tropicalis obteve 2 positiva e 2 fortemente
positivas. Das produtoras de proteinase 14 foram
positivas e 10 fortemente positivas. C.albicans
obteve 6 amostras positivas e 4 fortemente
positivas. C. krusei obteve 2 positivas e 3
fortemente positivas. C. glarata obteve 3 positivas
e 2 fortemente positivas e C. tropicalis obteve 3
positiva e 1 fortemente positivas, conforme
Tabela 3 e Figura 8.

Tabela 3 — Valores de Pz para Proteinase e Fosfolipase.

Espécie Amostras  Valor Pz  Valor Pz
Fl P2
C. albicans 1 0,50 0,50
C. albicans 2 0,70 0,80
C. albicans 3 0,60 0,70
C. albicans 4 0,60 0,70
C. albicans 5 0,80 0,70
C. albicans 6 0,50 0,20
C. albicans 7 0,30 0,50
C. albicans 8 0,30 0,70
C. albicans 9 0,50 0,30
C. albicans 10 0,70 0,70
C. krusei 1 0,70 0,70
C. krusei 2 0,60 0,20
C. krusei 3 0,60 0,60
C. krusei 4 0,60 0,70
C. krusei 5 0,80 0,60
C. glabrata 1 0,60 0,75
C. glabrata 2 0,60 0,60
C. glabrata 3 0,70 0,90
C. glabrata 4 0,70 0,70
C. glabrata 5 0,60 0,2
C. tropicalis 1 0,60 0,70
C. tropicalis 2 0,8 0,8
C. tropicalis 3 0,60 0,55
C. tropicalis 4 0,70 0,70

YValor Pz fosfolipase, 2 Valor Pz proteinase

O perfil de prevaléncia encontrado nas espécies de
Candida sp. em nosso estudo demonstrou
resultados semelhantes aos descritos por Camargo
et al (2008), que realizou testes enzimaticos em
cepas do género Candida da mucosa vaginal, onde
verificou-se 9 amostras produtoras de proteinase e
11 de fosfolipase, incluindo as espécies C.
albicans, C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis,
com Pz variando entre 0,31 e 0,79. Houve
atividade enzimética positiva e fortemente positiva
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nas espécies de C. albicans e C. tropicalis, levando
em consideracdo que as cepas de C. krusei e C.
glabrata foram negativas com Pz igual a 1,
afirmando que os resultados negativos para C.
krusei e C. glabrata foram esperados devido essas
espécies nao serem produtoras dessas enzimas.

B PROTEINASE FORTEMENTE POSITIVA
PROTEINASE POSITIVA

® FOSFOLIPASE FORTEMENTE POSITIVA

® FOSFOLIPASE POSITIVA

1T

C. C. krusei
albicans

labr
gab ata troplcalls

Figura 8 — Valores de Pz positivos e fortemente
positivos de Candida sp.

Diferentes estudos realizados anteriormente
demonstraram que cepas de Candida albicans séo
excelentes produtoras das enzimas proteinase e
fosfolipase, quando apresentaram forte atividade
dessas enzimas, 68,8% e 32,3% respectivamente,
porém, cepas de outras espécies do género Candida
ndo foram produtoras destas mesmas enzimas
(SILVA et al., 2007; CAMARGO et al., 2008).
Todavia, em nosso estudo todas as amostras de C.
krusei e C. glabrata analisadas foram produtoras de
fosfolipase e proteinase.

Nos resultados de Oliveira et al (2013), as
produgdes das enzimas foram positivas tanto para a
espécie C. albicans quanto para outras espécies do
género Candida, como C. glabrata, que entre 15
amostras, 1 foi positiva para producdo de
fosfolipase e 3 para producdo de proteinase.
Gualberto et al (2013) realizou o teste enzimético
em uma Unica amostra de C. glabrata isolada da
cavidade oral, obtendo resultado positivo para os
dois substratos testados. As cepas de C. krusei ndo
foram produtoras das enzimas em nenhum dos
estudos citados.
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As cepas produtoras de proteinase e
fosfolipase sdo um importante fator de viruléncia,
sendo secretadas tanto pelas espécies ndo albicans
das leveduras, como por C. albicans. Rorig, et al
(2009), afirma que os isolados de C. albicans
produziram mais proteinase e fosfolipase que as
demais espécies. Em outro estudo tem
demonstrado a relagéo entre 0 aumento na sintese
e a atividade das enzimas extracelulares
fosfolipases e proteinases, com a elevacdo do
potencial patogénico das leveduras, levando a
quadros clinicos de candidiases mais graves
(GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

Candida krusei foi uma das espécies que
ndo foi produtora de enzimas extracelulares
fosfolipase e  proteinase  nos  trabalhos
supracitados. Nao ha relatos que Candida krusei
seja produtora dessas enzimas em outros trabalhos
cientificos, todavia, no presente estudo C. krusei
foi produtora tanto de fosfolipase quanto de
proteinase. Esse fato pode estar relacionado a
fatores como, a grande biodiversidade das
espécies de fungos da floresta amazbnica, o que
favorece a variabilidade genética entres as
espécies; ao clima tropical da regido norte do
Brasil, ambiente favoravel para o crescimento
desses micro-organismos em diferentes substratos.

4. Concluséo

A frequéncia de Candida sp. representou
mais da metade dos isolados clinicos. Variando
entre cepas de C. albicans, C. krusei, C. glabrata,
C. tropicalis e outras espécies. Amostras contendo
uma Unica espécie demonstraram  maior
prevaléncia de C. albicans do que outras espécies
do género.

O teste de susceptibilidade ao extrato de
Psidium guajava Linn. (goiabeira), demonstrou
eficacia sobre todas as cepas do género Candida
analisados na pesquisa, apresentando potencial
antifungico in vitro, merecendo um estudo mais
aprofundado e possiveis sugestbes para usos
terapéuticos.

Todas as cepas do género Candida foram
produtoras de enzimas proteinase e fosfolipase,
apresentando atividade enziméatica positiva e
fortemente positiva, observando-se que o fator de
viruléncia do fungo é alto, o que mostra a sua
imensa capacidade de se adequar ao organismo
humano.

Mais estudos epidemioldgicos em
pacientes infectados com espécies do género
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Candida devem ser realizados, focando também
em seus histéricos clinicos. Pesquisas sobre os
mecanismos envolvidos no aparecimento da
resisténcia também sdo essenciais para o0
desenvolvimento de novos tratamentos.
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