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Toxinas Killer e producéo de enzimas por Candida
albicans isoladas da mucosa bucal
de pacientes com céncer

Killer toxin sensitiviy and production of enzymes by
Candida albicans isolated from the oral mucosa
of patients with cancer
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Brice Cruvinel e Maria do Rosario Rodrigues Silva

Resumo Infecc¢bes oportunistas da cavidade bucal sdo primariamente causadas por fungos
do género Candida e freqlientemente ocorrem em pacientes com cancer que estéo
sobtratamento quimioterapico e antibacteriano. De 44 amostras coletadas da mucosa oral de
pacientes com cancer, observou-se o isolamento de 25 leveduras do género Candida em
cultivo realizado em agar Sabouraud-dextrose. Foram identificados Candida albicans em 24
(96%) isolados e C. krusei em 1 (4%). As caracteristicas fenotipicas das amostras de Candida
albicans mostraram que todos os isolados foram fortemente proteoliticos, capazes de produzir
fosfolipases e possuiam os biotipos caracterizados como 811(95,8%) e 511 (4,2%) em relagao
a susceptibilidade as toxinas killer.
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Abstract Opportunistic infections of the oral cavity are primarily caused by Candida and
frequently occur in patients with cancer who are undergoing chemotherapy and antibiotic
treatment. Of the specimens received from the oral mucosa of 44 patients with cancer, 25
(56.8%) yielded Candida on culture in Sabouraud agar. Twenty four of these isolates were
identified as C. albicans (96%) and 1 as C. krusei (4%). The phenotypic characteristics of these
isolates showed that all of them were strongly proteolytic, had a high ability to produce
phospholipase, and presented the byotypes characterized as 811 (95.8%) and 511 (4.2%) in
terms of susceptibility to killer toxins.
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Candida albicans, levedura pertencente a
biota normal humana, é freqiientemente
encontrada como causadora de lesdes em
pacientes com cancer? 17,

Terapia com corticoides ou antineoplasicos e
0 uso de dispositivos intravenosos contribuem
para a ocorréncia de candidiase. A aderéncia da
levedura & superficie celular, a formagdo de tubo
germinativo com consequente desenvolvimento
da forma filamentosa, a variabilidade fenotipica
switching, a producéo de toxinas e enzimas
extracelulares constituem os fatores mais
importantes para o desencadeamento de
infeccdo por C. albicans45 13 1418, A producdo
de fosfolipase é considerada um fator importante
para o processo de infec¢ao, variando conforme
a amostra. Essa enzima, localizada na superficie
da levedura e na extremidade do tubo germinativo,
atua pela hidrélise dos fosfolipideos, dando
origem aos lisofosfolipideos que causam dano a
célula epitelial20, Segundo Samaranayake,
198424, entre as espécies de Candida, apenas
C. albicans é capaz de produzir fosfolipase.

O efeito proteolitico de amostras de C. albicans
foi demonstrado pela primeira vez por Staib et
al, 196526, Esta enzima hidrolitica tem sido
observada em sobrenadante de cultura e no
citoplasma de blastoconidios de C. albicans. A
proteinase extracelular produzida por diferentes
espécies de Candida é capaz de degradar véarios
substratos, tais como: queratina, colageno,
albumina, fibronectina, hemoglobina, cadeia
pesada de imunoglobulina e proteinas de matriz
extracelular? 10 23, Enzimas proteoliticas foram
encontradas em isolados de C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis obtidas de vérias
amostras clinicas22,

Desde a década de 70, além do estudo de
enzimas participantes do processo infeccioso,
varios autores passaram a caracterizar as
leveduras quanto ao fendmeno de producao de
compostos proteicos denominados toxinas killer,
observado em espécies dos géneros Candida,
Cryptococcus, Torulopsis e Trichosporon. O
fendbmeno killer é Gtil na diferenciagao de
leveduras dentro da prépria espécie, podendo
ser usado como marcador epidemioldgicoll 27,

O presente estudo tem como objetivo verificar
a producao de fosfolipase e proteinase por
Candida albicans isoladas de lesdes de
mucosa bucal de pacientes com cancer e ainda
caracterizar estas linhagens através do fenébmeno
killer.
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MATERIAL E METODOS

Pacientes e isolados. Foram estudados
materiais provenientes da mucosa bucal de 44
pacientes com cancer internados nas enfermarias
de Pediatria, Cabeca e Pescoco e Unidade de
Terapia Intensiva do Hospital Aradjo Jorge, em
Goiania, GO, durante o periodo de novembro de
1996 a junho de 1997. Os materiais foram colhidos
de lesBes pseudo-membranosas esbranquicadas
com quadro clinico semelhante ao de candidiase
através de swab esterililizado. O material coletado
foi colocado em solucgéo fisiolégica esterilizada
(0,85%) e, posteriormente semeado em &agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol mantido
a temperatura de 25°C e examinado diariamente
por um periodo de 15 dias.

As leveduras isoladas foram identificadas
através da formacgédo de tubo germinativo,
producdo de clamidoconidios e provas de
assimilacdo e fermentacdo de hidratos de
carbono segundo Kreger-van Ryj, 198412,

Pesquisa de exoenzimas. Fosfolipase. A
producdo de fosfolipase foi verificada segundo
Price et al, 198220, Col6nias de C. albicans com
crescimento de 48 horas em agar Sabouraud
dextrose foram inoculadas em pontos
equidistantes nas placas de agar fosfolipase
com emulsdo de ovo a 50% em solucgao
fisiolégica. O agar fosfolipase contém peptona-
10g, glicose-30g, cloreto de s6dio-57,3g, cloreto
de calcio-0,55g, agar-20,0g e agua destilada-
1000ml. A leitura do teste foi realizada apos 4
dias de incubacédo a 37°C, sendo considerado
como positivo a producdo de zona opaca de
precipitacdo ao redor da colbnia. A atividade
enzimatica (Pz) foi medida através da razéo
entre o didmetro da colénia e o diametro da
colénia mais a zona de precipitagdo. Quanto
menor o valor de Pz, maior a atividade enzimatica,
sendo os resultados apresentados em codigos:
valor 1 quando Pz = 1,0 (auséncia de atividade
enzimatica), valor 2 quando 0,64 < Pz > 1,0
(atividade enzimética positiva) e valor 3 quando
Pz < 0,63 (atividade enzimatica fortemente
positiva).

Proteinase. A producdo de proteinase foi
verificada segundo Ruchel et al, 198221, O
fendmeno foi observado a partir de amostras de
C. albicans cultivadas por 24 horas em &gar
Sabouraud dextrose a 25°C inoculadas em
pontos equidistantes em placas de agar
proteinase (mistura de yeast carbon base-
11,7g; albumina bovina fragdo V-2,0g; protovit-
2,5ml e agua destilada-100ml esterilizados em



filtros de Millipore de 0,22um de diametro
adicionada de agar-15g e agua destilada-900ml
esterilizados por autoclave a 120°C durante 15
minutos).

As placas foram incubadas durante dois dias
a 37°C e a leitura da atividade enzimatica (Pz)
foi realizada usando-se 0 mesmo esquema da
atividade para fosfolipase.

Toxinas killer. O fenémeno foi verificado
segundo Polonelli et al, 198319, Os isolados em
estudo foram cultivados por 24 horas em agar
Sabouraud modificado (peptona-10g, dextrose-
20g, éacido citrico-19,2g, fosfato de potassio
bibasico-34,8g, agar-20,0g e agua destilada gsp
para 1000ml ajustado a pH 4,5). Um (1) ml de
suspensdo de C. albicans correspondente a
escala 3 de McFarland foi vertida em placas de
Petri esterilizadas e, em seguida adicionadas de
meio de agar Sabouraud modificado acrescido
de azul de metileno (30mg). Apés a solidificagao
da suspensao e meio de cultura fez-se o indculo
na superficie do meio em pontos equidistantes
das toxinas padrdo K1 a K9, correspondendo
respectivamente & Hansenula sp (Stumm-

Tabela 1 - Codificacdo do Sistema killer.
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1034), Pichia sp (Stumm-1035), Hansenula
anomala (Um-Milano), Hansenula anomala
(CBS-5759), Hansenula anomala (Ahearn-
UNB866), Hansenula californica (Ahearn-WC40),
Hansenula canadensis (Ahearn-WC41),
Hansenula dimennae (Ahearn-WC44),
Hansenual mrakii (Ahearn-WC51). Estas nove
cepas padrao procedentes da Universidade do
Chile foram gentilmente cedidas pelo Instituto
de Ciéncias Biomédicas da USP.

A leitura foi realizada 72 horas apés
incubacdo a 25°C e foram considerados
sensiveis (+), 0s cultivos que apresentaram halo
incolor e/ou zona de inibicdo com colénias azuis
ao redor dos isolados ''padrédo', e como
resistentes os cultivos que apresentaram
crescimento ao redor das cepas "padrao".

Os resultados de sensibilidade as toxinas
killer foram designados pelo esquema proposto
por Polonelli et al, 198319, composto por 3 digitos,
sendo que cada um representa a combinacao
dos resultados obtidos pelo conjunto de 3 cepas
padrdo como mostra a Tabela 1.

Atividade do 1° triplet

Atividade do 2° triplet

Atividade do 3° triplet

K1 K2 K3 Cadigo K4 K5 K6 Coédigo K7 K8 K9 Cadigo
+ + + 1 + + + 1* + + + 1*
+ - 2 + + 2 + 2
+ + 3* + - 3 + - 3
- + + 4 - + 4 - + 4
+ 5 + 5 + - 5
+ - 6 + - 6 - + - 6
+ 7 + 7 - + 7
- - 8 8 - 8
* biotipo 311.
RESULTADOS

Leveduras do género Candida foram isoladas
em 25 (56,8%) dos 44 pacientes examinados.
Os testes de identificagdo como produgédo de
tubo geminativo, produgédo de clamidoconidios e
provas de assimilacdo de hidratos de carbono,
permitiram a identificacdo de 24 (96%)
C. albicans e 1 (4%), C. krusei.

As 24 amostras de C. albicans estudadas
apresentaram-se fortemente produtores de
fosfolipase e de proteinase, sendo que a atividade
enzimética de proteinase variou de 0,12 a 0,37,
enquanto para fosfolipase houve uma maior
variacao, de 0,12 a 0,61. Os valores de proteinase e
de fosfolipase encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de proteinase de fosfolipase de 24 isolados de C. albicans da mucosa bucal de pacientes com cancer .

Proteinase Fosfolipase
Variagéo de Pz* 0,12-0,37 0,12-0,61
Média de Pz* 0,21 0,34

*Pz = atividade enzimatica.
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Pela sensibilidade das amostras de
C. albicans isoladas da mucosa bucal de
pacientes com cancer as 9 toxinas killer

pudemos revelar dois biotipos: 811 e 511,
gue ocorreram em 95,8% e 4,2% dos
isolados, respectivamente.

DISCUSSAO

Infec¢cBes flngicas nosocomiais sdo causas
importantes de morbidade e ocasionalmente de
mortalidade. Em 1995 Jarvis?, em um estudo
epidemiolégico realizado de 1980 a 1990,
analisando 180 diferentes hospitais, verificou
que 72,1% das infeccdes fungicas eram devidas
as espécies de Candida.

Em pacientes imunocomprometidos que
apresentam granulocitopenia e em uso de
quimioterapia antineoplasica, ha um maior risco
de infec¢bes por Candida 8. Lesbes da mucosa
bucal por espécies de Candida especialmente
C. albicans sdo freglentes nesses pacientes.
Nas amostras coletadas da mucosa bucal dos
44 individuos com cancer do Hospital Araujo
Jorge de Goiénia-GO, 25 (56,8%) possuiam
lesbes por Candida, sendo isoladas 24 (96%)
C. albicans e 1 (4%) C. krusei.

Todas as amostras de C. albicans isoladas
da mucosa bucal de pacientes com cancer
estudadas neste trabalho apresentaram-se com
um alto nivel de producédo de proteinase e
fosfolipase, exibindo valores semelhantes entre
as vérias linhagens. Vérios investigadores tém
demonstrado a presenca da fosfolipase em
isolados clinicos de C. albicans123. Considerando-
se que outras espécies de Candida apresentam
estruturas semelhantes as de C. albicans, mas
ndo sdo capazes de producao de fosfolipases, é
plausivel que estas enzimas provavelmente se
relacionem com a patogenicidade do isolado24.

A relacado de viruléncia a proteinase foi
demonstrada por Kwon-Chung et al, 198513,
que verificaram um maior periodo de
sobrevivéncia entre camundongos injetados
com mutantes de culturas de C. albicans com
menor producéo de proteinase do que das cepas
mae com grande producéo desta enzima. Isolados
gue secretam proteinase possuem maior poder
de invasédo aos tecidos do hospedeiro, pois
aderem-se com maior facilidade as células
epiteliaisé 18 25, Os resultados obtidos no trabalho
permitem postular que o grande namero de lesGes
observados na mucosa bucal dos pacientes
com cancer seja decorrente de fatores inerentes
ao hospedeiro, como também das caracteristicas
exibidas pelos isolados.

O teste de sensibilidade as toxinas Kkiller
mostrou que isolados de mucosa bucal de
pacientes com cancer sdo capazes de expressar
na sua maioria apenas um biotipo. Entre os 24
isolados de C. albicans estudados, 23 (95,8%)
mostraram-se com o biotipo 811, o que significa
resisténcia as toxinas K1, K2 e K3. O sistema
killer segundo Morace et al, 198416 e Merz, 199015
pode ser usado como marcador epidemiolégico
em casos de infec¢cdes nosocomiais causadas
por leveduras patogénicas. Isolados de C. albicans
podem sofrer alteraces fenotipicas, por isto,
para estudos epidemioldgicos de infec¢des por
Candida, obtidas de diferentes materiais clinicos,
além das caracteristicas fenotipicas, devem ser
consideradas as caracteristicas genotipicas
expressas pelos isolados.
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