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Resumo- Céandida spp sdo considerados fungos oportunistas de baixa viruléncia que estabelecem uma
relacdo comensal com o0 hospedeiro e cujo mecanismo de patogénese ainda permanece por ser
esclarecido. A capacidade de mudar da forma de levedura para a filamentosa, crescer bem em 37°C, e
secretar enzimas hidroliticas sdo apontados como possiveis fatores de viruléncia. A fosfolipase C, uma
enzima secretada capaz de metabolizar lecitina, vem sendo apontada como um importante fator de
viruléncia porque algumas amostras que nao a secretam sdo avirulentos. Um teste de placa desenvolvido
por Price et al. (1982) e modificado por Samaranayake et al. (1984) é aceito e largamente utilizado por
varios centros de pesquisa para identificacdo de amostras produtoras de fosfolipase C. Neste trabalho
investigamos se a formacdo do halo em torno das coldnias produtoras da fosfolipase C depende da
presenca do cloreto de célcio, como sugere o trabalho original. Concluimos que a formacdo do halo
independe da presenca de cloreto de calcio.
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Introducéo

Candida spp, mais prevalentemente C.
albicans, sao capazes de desenvolver infec¢des
subcutaneas e disseminadas, sendo classificadas
como micoses oportunistas (KONEMAN et al.,
2001). Essa caracteristica sugere um sistema
eficiente de adaptacdo a mudancas ambientais
como local de corpo a ser colonizado, fisiologia do
hospedeiro, resposta  imune e terapia
medicamentosa (SOLL, 2002). Os mecanismos
envolvidos nessa “adaptacdo” comecam a ser
esclarecidos, havendo um consenso na literatura,
baseado em dados experimentais, in vitro e in
vivo, que algumas caracteristicas estao
envolvidas, sendo elas, adesdo ao epitélio do
hospedeiro, producdo e secrecdo de enzimas
hidroliticas, formacdo de hifas, capacidade de
crescer em 37° C e a secrecao de toxinas (YANG,
2003); (BISWAS; DIJCK; DATTAI, 2007);
(NIWERTH; KORTING, 2000).

Entre as enzimas hidroliticas secretadas as
fosfolipases estdo entre as mais bem estudadas.
Os estudos concentram-se principalmente em C.
albicans, e ja identificaram uma familia que
compreende as fosfolipases A, B, C, D,
lisofosfolipase e lisofosfolipase-transacilase
(NIWERTH; KORTING, 2000); (YANG, 2003).
Essas enzimas metabolizam fosfolipidios, os
principais componentes das membranas celulares.
Assim, além de estarem relacionadas a invaséo do
tecido do hospedeiro, essas enzimas participam
do controle de crescimento e remodelamento da
membrana celular do fungo, bem como na

transducdo de sinais (NIWERTH; KORTING,
2000).

Diferentes metodologias empregadas para
tentar esclarecer o papel da fosfolipase
extracelular na patogenicidade de C. albicans tém
demonstrado que isolados obtidos a partir de
sangue produzem uma atividade extracelular de
fosfolipase significativamente maior do que
isolados da cavidade oral de individuos saudaveis
e essa relacdo é igualmente observada entre
linhagens invasivas e ndo invasivas. Infeccdo em
modelo murino com linhagens que produzem mais
ou menos fosfolipase mostrou que as que
produziam mais fosfolipase eram mais virulentas,
sugerindo assim, que a producédo de fosfolipase
pode ser um fator de viruléncia (NIWERTH;
KORTING, 2000); (YANG, 2003).

O método mais utilizado para o teste da
fosfolipase C, foi descrito inicialmente por Price,
Wilkinson e Gentry (1982) e modificado por
Samaranayake, Raeside e Macfarlane (1984). O
ensaio consiste em um teste de placa cuja
formacdo de um halo opaco em torno da coldnia
indica que esta secreta a fosfolipase C. Neste
trabalho investigamos se a formacdo do halo em
torno das colbnias, supostamente produtoras da
fosfolipase C, depende da presenca do cloreto de
calcio, como sugere o trabalho original.

Material e Métodos
As espécies do género Candida e as

respectivas linhagens usadas nesse trabalho
estéo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Espécies e linhagens usadas neste

trabalho:
Espécie linhagem
FCF 14
. . FCF 14,1
Candida albicans ATCC 10231
LGMG 1H
Candida krusei ATCC 34135
Candida tropicalis FCF 426
Candida dubliniensis CD 33

Meio para identificacdo da fosfolipase:
inicialmente foi preparada uma emulsdo com a
gema do ovo e solucéo fisiolégica 0,9% estéreis.
Separadamente, foram preparados o0s seguintes
meios:

Meio 1 com CaCl,: 1% Peptona; 2%
Dextrose; 1M Cloreto de sddio; 0,05M Cloreto de
calcio.

Meio 2 sem CaCl,, 1% Peptona; 2%
Dextrose; 1M Cloreto de sédio.

Meio 3 sem CaCl, com EGTA: 1%
Peptona; 2% Dextrose; 1M Cloreto de sddio;
0,05M EGTA.

Nos meios foram adicionados 2% de agar, e
esterilizado em autoclave.

Depois da esterilizacdo, os meios foram
resfriados em banho Maria (Marconi) 50 °C. Foi
adicionado a estes meio, 10% da emulséo de ovo.
A mistura foi homogeneizada e colocadas em
placas de petri estéreis.

As linhagens testadas foram inicialmente
cultivadas em meio rico (YPD - Yeast Extract 1%;
peptona 2% e dextrose 2%) a 30°C por 24h sendo
em seguida repicadas nos meios a serem testados
com auxilio de uma alca calibrada de 1uL, as
placas foram incubadas na estufa a 37 °C por 72
horas, decorrido o tempo de incubacdo, as trés
placas foram fotografadas (Sony DSC-P73).

O halo em torno das colbnias é usado para
medir a atividade enzimatica, trata-se de uma
medida indireta onde é calculada a razdo Pz entre
o didametro da colbnia e o didmetro da zona de
precipitagdo. Valores Pz menores que 1 sugerem
resultados positivos, linhagens produtoras de
fosfolipase C e iguais a 1 sdo resultados
negativos, linhagens ndo produtoras de fosfolipase
C.

Resultados

A Figura 1 mostra o resultado do teste
realizado conforme descrito no trabalho original.
As Figuras 2 e 3 mostram os resultados dos meios
modificados.

Figura 1 — ensaio da fosfolipase com cloreto de
calcio 72 horas

Figura 2 — ensaio da fosfolipase sem cloreto de
calcio 72 horas

Figura 3 — ensaio da fosfolipase sem cloreto de
calcio e com EGTA 72 horas
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Discusséo

No trabalho original que estabeleceu a
metodologia do ensaio em placa da fosfolipase C,
Price, Wilkinson e Gentry (1982), sugerem que a
formacdo da zona de precipitacdo em torno da
colbnia é resultante da interac@o do calcio com os
produtos de hidrolise dos fosfolipidios catalisada
pela fosfolipase C. Os autores citam ainda, que a
atividade em placa foi confirmada por testes
bioquimicos. Entretanto, ha no grafico que
correlaciona atividade enzimatica e formacao do
halo duas amostras cuja atividade enzimatica foi
detectada pelo teste bioquimico sem terem,
contudo formado o halo. Samaranayake, Raeside
e Macfarlane (1984), demonstraram que periodo
de incubacao, pH, variacao qualitativa no material,
como a gema de ovo e diferentes aguUcares
presentes no meio podem interferir no resultado
final do ensaio.

Como pode ser observado nas Figuras 1 e 2,
h& formacgdo do halo mesmo quando o calcio nédo
€ adicionado ao meio, havendo também uma certa
semelhanca entre o didmetro da colbnia, o
diametro do halo e o tempo necessario para que
esse halo aparecesse, em média 72h. No meio
onde provavelmente o célcio estava sequestrado
pelo EGTA (Figura 3), a formacé&o do halo foi mais
evidente, aparecendo também na linhagem LGMG
1H, sendo o0 tempo necessario para sua
observacgéo de aproximadamente 16h.

Estes resultados ndo estdo em concordancia
com os trabalhos de Price, Wilkinson e Gentry
(1982), e Samaranayake, Raeside e Macfarlane
(1984), pois estes sugerem que a presenca de
calcio estd diretamente relacionada com a
formacdo do halo. A discrepancia entre os
resultados esperados, com base na literatura e os
efetivamente obtidos no presente trabalho, pode
estar relacionada com uma baixa sensibilidade do
teste em medir a atividade enzimatica, uma vez
gue essa medida é indireta, ou até mesmo, um
viés metodoldgico, sendo a formacdo do halo
resultado de uma outra atividade enzimatica que
ndo a da fosfolipase C. Para esclarecer essa
discordancia, mais estudos se fazem necessarios,
preferivelmente com base em ensaios bioquimicos
bem estabelecidos e inequivocos.

Concluséao

A formacdo do halo em torno das colbnias
ocorreu mesmo quando o calcio nao foi adicionado
ao meio ou quando foi usado um sequestrador
especifico do célcio, sugerindo que seu papel
neste ensaio € irrelevante.
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