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RESUMO 
  
  
A produção de enzimas hidrolíticas por espécies do gênero Candida é de 
fundamental importância, uma vez que são responsáveis pela aquisição de 
nutrientes, adaptação e invasão a vários tecidos do hospedeiro. Devido à escassez 
de estudos relativos a produção de proteases por isolados clínicos de Candida 
parapsilosis, neste trabalho foi avaliado a cinética de crescimento, produção de 
proteases ácidas, produção de proteases queratinolíticas e análise da interação de 
isolados clínicos de C. parapsilosis (lesão ungueal e de pele e secreção traqueal) em 
presença de substratos queratínicos. Os isolados foram cultivados por 10 dias em 
Meio de Sais (MS) e MS acrescido de cabelo, pele e unha (pH 5,0 e 8,0). Os 
isolados apresentaram cinéticas de crescimento similares tanto em pH 5,0 quanto no 
8,0, no entanto, no pH 5,0 pode ser observado diferenças entre as taxas de 
crescimento nos diferentes cultivos (MSP>MSU≥MSC>MS). Para detecção da 
atividade proteolítica foram utilizados os sobrenadantes de cultivo provenientes dos 
cultivos em pH 5,0 e no ensaio enzimático foi utilizado hemoglobina e BSA. Já para 
análise da atividade queratinolítica foram utilizados os sobrenadantes provenientes 
dos cultivos em pH 5,0 e 8,0 e os substratos para os ensaios foram queratina azure 
e estrato córneo. Os resultados mostraram, pela primeira vez na literatura, que todos 
os isolados produziram proteases ácidas e proteases queratinolíticas quando 
cultivados nos diferentes meios de cultivo. A suplementação dos meios de cultivo 
com substratos queratínicos induziu tanto a produção de proteases ácidas quanto de 
proteases queratinolíticas pelos isolados de lesão de pele e unha (P<0,05). No caso 
das proteases queratinolíticas o pH de cultivo e os substratos utilizados nos ensaios 
enzimáticos também interferiram nas atividades dos isolados de lesões, sendo que o 
isolado de lesão de unha foi significativamente mais produtor de proteases que os 
demais isolados analisados (P<0,05). Em relação ao isolado de secreção traqueal 
não foram observadas diferenças entre as atividades proteolíticas e queratinolíticas 
(P>0,05). As eletromicrografias revelaram que todos os isolados apresentaram 
interação celular aos substratos queratínicos. Os resultados obtidos indicam que os 
isolados de C. parapsilosis de lesão de pele e unha, em presença de substratos 
queratínicos, são induzidos de forma diferenciada a expressarem proteases ácidas e 
queratinolíticas e, que tecidos queratinizados podem ser colonizados por isolados de 
C. parapsilosis.  
  
 
Palavras-chave: Proteases ácidas. Proteases queratinolíticas. Atividade 

proteolítica. Atividade queratinolítica. Candida parapsilosis. 
Substratos queratínicos. 
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ABSTRACT 
  
  
The production of hydrolytic enzymes by Candida species is of fundamental 
importance, since they are responsible for nutrient acquisition, adaptation and 
invasion of various host tissues. Because of the paucity of studies on protease 
production by clinical isolates of Candida parapsilosis, this study evaluated the 
kinetics of growth, production of acid proteases, production of keratinolytic protease 
and analysis the interaction of clinical isolates of C. parapsilosis (nail and skin lesions 
and tracheal secretion) in presence of keratin substrates. The isolates were cultured 
for 10 days in medium salts (MS) and MS supplemented with hair, skin and nail (pH 
5.0 and 8.0). The isolates showed similar growth kinetics in both pH 5.0 and in 8.0, 
however, at pH 5.0 can be observed differences in growth rates in different cultures 
(MSP> MSU ≥ MSC> MS). For detection of proteolytic activity were used for culture 
supernatants from the cultures at pH 5.0 and in  enzyme assay was used hemoglobin 
and BSA. As for keratinolytic activity analysis were used supernatants from the 
cultures at pH 5.0 and 8.0 and substrates for the assays were keratin azure and 
stratum corneum. The results showed for the first time in literature, that all isolates 
produced acid proteases and keratinolytic proteases when grown in different culture 
media. Supplementation of media with keratin substrates induced the production of 
acid proteases and keratinolytic proteases for isolates from skin and nail lesions (P> 
0.05). In the case of keratinolytic proteases of cultivation pH and substrates used in 
enzymatic assays also affected the activities of isolated lesions (P> 0.05). In the case 
of keratinolytic proteases of cultivation pH and substrates used in enzymatic assays 
also affected the activities of isolated lesions, and the isolated lesion of nail was 
significantly more protease producer than the other strains tested (P <0.05 ). In 
relation of isolated tracheal secretion no differences were observed between 
proteolytic and keratinolytic activities (P> 0.05). The electron micrographs revealed 
that all isolates showed cell interaction with substrates keratin. The results indicate 
that the isolates of C. parapsilosis skin lesions and nail, in presence of substrates 
keratin, are induced to differentially express acidic and keratinolytic protease, and 
keratinized tissues can be colonized by isolates of C. parapsilosis.  
  
 
Keywords: Acid proteases. Keratinolytic proteases. Proteolytic activity. 

Keratinolyttic activity. Candida parapsilosis. Substrates keratin. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

Leveduras do gênero Candida estão adaptadas a serem comensais 

do hospedeiro humano, podendo fazer parte das microbiota de mucosas e de 

epitélios queratinizados.  

Os processos infecciosos estabelecidos por Candida spp. ocorrem 

devido aos fatores relacionados ao patógeno, como a expressão de genes 

relacionados à virulência, associados ao estado fisiológico/imunológico do 

hospedeiro.  

O gênero Candida apresenta uma diversidade de determinantes de 

virulência. Dentre os principais destacam-se às enzimas hidrolíticas extracelulares, 

como as aspartil proteases (Saps), fundamentais na instalação e desenvolvimento 

da infecção.   

Atualmente, diversos estudos apontam mudanças no perfil 

epidemiológico das infecções causadas por Candida spp. Além de C. albicans, 

outras quatro espécies têm ocorrido em altas freqüências, entre elas, C. parapsilosis, 

C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei. Estas espécies apresentam características 

particulares de infecção, suscetibilidade a antifúngicos, e de expressão de fatores de 

virulência, sendo de grande importância o estudo da patogenia ocasionada por cada 

uma delas.   

São poucos micro-organismos capazes de desenvolver micoses de 

pele e unha. Este fato é decorrente das estruturas epidérmicas queratinizadas 

conferirem resistência e proteção em defesa à patógenos. Portanto, espécies de 

Candida e dermatófitos estão entre os poucos micro-organismos capazes de 

causarem infecções nestes sítios. As dermatomicoses têm grande importância 

clínica, não podendo ser tratada apenas como um problema cosmetológico, já que 

debilita e causa transtorno ao individuo acometido.   

Dentre as infecções superficiais de pele e unha causadas por 

Candida spp., C. parapsilosis é a mais relacionada à infecção.   

Até o momento, são escassos os estudos relativos aos fatores de 

virulência em C. parapsilosis. A produção de Saps por está espécie tem sido 

demonstrada, embora o papel destas proteases na patogenicidade, nos diferentes 

sítios de infecção, ainda não seja esclarecido.   
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Tendo em vista a elevada incidência de C. parapsilosis como agente 

de micoses superficiais de pele e unha, e a escassez de dados relativos à produção 

de proteases por esta espécie, estudos relativos a estes fatores são de suma 

importância para a elucidação dos mecanismos envolvidos na patogênese de 

infecções superficiais.  

 

1.1 OBJETIVO  
 

O presente trabalho teve por objetivo a avaliação de isolados 

clínicos de C. parapsilosis, obtidos de sítios anatômicos distintos, quanto a: cinética 

de crescimento, produção de proteases ácidas, produção de proteases com 

atividade queratinolítica e a interação com substratos queratínicos ao nível ultra-

estrutural após cultivo em ausência e presença de substratos queratínicos (cabelo, 

pele e unha).  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 

 

2.1 GÊNERO CANDIDA E CANDIDÍASE  
 

 

Leveduras pertencentes ao gênero Candida são encontradas na 

forma comensal em aproximadamente 50% da população (revisado por HUBE, 

2009). Em hospedeiros humanos, espécies de Candida são capazes de colonizar os 

mais variados micro-ambientes, podendo fazer parte da microbiota de mucosas oral, 

vaginal, gastrointestinal, urogenital, do trato-respiratório e de epitélios queratinizados 

(revisado por HUBE, 2004; revisado por HUBE, 2009).   

Contudo, determinados fatores predisponentes que levam a 

alterações do estado fisiológico ou imune do hospedeiro, em conjunto com a 

modulação e expressão de genes relacionados a patogenicidade nestas leveduras, 

podem favorecer a mudança do estado comensal para um estado de patogenia, 

tornando-as capazes de causar um amplo espectro de infecções (revisado por 

HUBE, 2004; revisado por KOJIC e DAROUICHE, 2004; revisado por NUCCI, 2010).   

Os fatores de risco que causam desequilíbrio ao sistema imune do 

hospedeiro, tornando-o vulnerável a infecções oportunistas, compreendem desde 

aqueles considerados moderados, tais como má higiene e alimentação (dieta rica 

em carboidratos e açúcares), deficiência de ferro e vitaminas, uso de contraceptivos 

orais e fumo, quanto aqueles que causam seu comprometimento, a exemplo de 

indivíduos portadores do virus HIV, com diabetes mellitus e com câncer. Além disso, 

têm-se os fatores iatrogênicos (uso de antibióticos por período prolongado, 

quimioterápicos, imunossupressores, dispositivos médicos invasivos e nutrição 

parenteral) (revisado por KOJIC, 2004; CHENG et al., 2005; ALMIRANTE et al., 

2006, revisado por NUCCI, 2010).  

No estado de patogenia Candida spp. pode causar desde infecções 

superficiais (cutâneo-mucosas), em tecidos nos quais eram colonizadores, até 

infecções sangüíneas disseminadas (revisado por HAYNES, 2001; CALDERONE e 

FONZI, 2001; ROMANI, et al., 2003; revisado por HUBE, 2004; KUMAMOTO et al., 

2008).  
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Candídiase oral está entre as infecções superficiais mais comuns, 

podendo acometer desde indivíduos saudáveis, principalmente crianças e idosos, à 

imunocomprometidos, destacando-se os portadores de HIV, os quais 90% 

apresentam pelo menos um episódio da infecção durante a progressão da doença 

(revisado por AKAPAN e MORGAN, 2002; VARGAS e JOLY, 2002; revisado por 

REPENTIGNY et al., 2004; WINGETER et al., 2007; MELO et al., 2009). Outra 

infecção freqüente de mucosa é a candidíase vulvovaginal, a qual afeta mulheres 

imunocompetentes e imunossuprimidas, sendo que aproximadamente 75% das 

mulheres sadias podem apresentar pelo menos um episódio desta infecção durante 

a idade fértil (RICHTER, et al., 2005). A colonização do trato respiratório por Candida 

spp. em pacientes criticamente doentes, submetidos a ventilação mecânica, é 

extremamente comum. No entanto, pneumonia primária e abscessos pulmonares 

causados por espécies deste gênero são raros, e devem ser confirmados por análise 

histopatológica (EL-EBIARY et al., 1997; DELISLE et al., 2008; revisado por 

PAPPAS et al., 2009).   

As leveduras do gênero Candida têm sido os principais micro-

organismos diagnosticados em casos de infecções cutâneas e onicomicoses (DEL 

ROSSO et al., 1998; VEER et al., 2007).  

Candidíase cutânea ou intertriginosa acomete desde recém-

nascidos até indivíduos adultos, os quais apresentam fatores predisponentes, tais 

como, diabetes, obesidade, infecção primária por vulvovaginite ou balanoposite, 

atividades ocupacionais nas quais a exposição à água é freqüente, 

comprometimento do sistema imune, entre outros (revisado por WAGNE e SOHNLE, 

1995; SIDRIM et al., 2004). As lesões provocadas por este tipo de infecção são 

encontradas em pregas cutâneas como regiões inframamárias, axilares, 

inguinocrurais, pregas suprapúbicas e nas regiões interdigitais palmares e plantares 

(SIDRIM et al., 2004). Candida albicans e Candida parapsilosis são as espécies 

prevalentes isoladas de tais infecções (DANING et al., 1998; KASZUBA et al., 1998; 

KWOK et al., 1998; ABU-ELTEEN, 1999; RUDY, 1999; JAUTOVÁ et al., 2001; 

MIRANDA et al., 2005).   

A participação de Candida spp. como agente de onicomicose vem 

sendo amplamente relatada (DORKO et al., 2002; GUPTA et al., 2003; BRILHANTE 

et al., 2005; MARTINS et al., 2005; JAYATILAKE et al., 2009; GODOY-MARTINEZ et 

al., 2009). Candida spp. apresenta-se como agente primário em casos de 
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imunossupressão crônica e na candidiase muco-cutânea crônica (CMC) (revisado 

por JAYATILAKE et al., 2009). Já em pacientes imunocompetentes, freqüentemente 

apresentam-se como patógenos secundários, invadindo a unha previamente 

alterada por trauma, hiper-hidratação ou irritação por contato com substâncias 

químicas, também em casos de unhas acometidas por psoríase, líquen plano e por 

outras dermatoses (DANIEL et al., 1998).  

Muito mais que um simples problema da cosmetologia, a unha 

infectada serve como um reservatório crônico de infecções, podendo ocasionar 

micoses muco-cutâneas recorrentes (revisado por JAYATILAKE et al., 2009). 

Infecções ungueais acometem principalmente o sexo feminino e, preferencialmente 

as unhas das mãos, devido à maior exposição destas aos agentes químicos e 

físicos. Por apresentar manifestações clínicas distintas, micoses ungueais causadas 

por Candida spp. são classificadas em paroníquia (tumefação inflamatória na região 

da pele que circunda a unha, a qual cresce ondulada e com alterações na 

superfície), onicólise (modificações na própria lamina ungueal, com hiperqueratose 

subungueal distal) e granuloma (infecção por toda espessura da unha podendo 

ocasionar deformidades digitais) (revisado por JAYATILAKE et al., 2009).  

Um tipo de infecção superficial raramente diagnosticada é a 

candidíase muco-cutânea crônica. Trata-se de uma imunodeficiência de células T 

em decorrência a uma disgenesia tímica. A maioria dos casos tem início na infância, 

ocasionando infecções persistentes em vários sítios anatômicos concomitantemente, 

como em mucosas, pele, couro cabeludo e unhas. O quadro clínico pode evoluir 

para um granuloma candidósico, representado por lesões cutâneas granulomatosas 

localizadas preferencialmente na face, couro cabeludo, levando a perda definitiva de 

cabelo, e membros, com evidente hiperceratose (KIRKPATRICK, 1989; revisado por 

WAGNE e SOHNLE, 1995; LACAZ, 2002; LIU e LEI, 2003; BHOWATE e A DUBEY, 

2004; SIDRIM, 2004; LÓPEZ-MARTINEZ, 2010).  

Entre as infecções invasivas provocadas por espécies do gênero 

Candida, candidemia é a quarta causa mais comum de infecções na corrente 

sanguínea em hospitais terciários. Estas infecções apresentam altos índices de 

incidência em quase todas as regiões demográficas, e implicações relevantes 

quanto aos custos, dificuldades de tratamento e, principalmente elevados índices de 

morbidade e mortalidade em pacientes internados em unidades de terapia intensiva 

(UTIs) (GUDLAUGSSON et al., 2003; OLAECHEA et al., 2004; SHORR et al., 2009).  
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Atualmente, diversos estudos apontam mudança epidemiológica das 

infecções causadas por Candida spp. com expressivo aumento de espécies de 

Candida não-albicans (COLOMBO et al., 1999; COLOMBO, 2000; COLOMBO et al., 

2006; BASSETTI et al., 2007; CHOW et al., 2008; DIMOPOLUS et al., 2008). No 

geral, aproximadamente 12 das 200 espécies de Candida conhecidas são capazes 

de desencadear processos infecciosos (LÓPEZ-MARTINEZ, 2010) (Tabela 1).   

 

Tabela 1 – Distribuição das espécies de Candida relativa as manifestações clínicas  

 

*GI - gastrointestinal  
  

Além de C. albicans, outras quatro espécies têm ocorrido em altas 

freqüências, sendo elas, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei. Estas 

espécies apresentam características particulares de infecção, susceptibilidade a 

antifúngicos, e expressão de determinantes de virulência, sendo de suma 

importância o estudo específico da patogenia ocasionada por cada uma delas 

(revisado por PFALLER e DIEKEMA, 2007).  

As razões para a emergência das espécies não-albicans não são 

completamente entendidas, mas sabe-se que algumas condições podem aumentar o 

risco de desenvolvimento de candidemia por estas espécies. Por exemplo, fungemia 

por C. parapsilosis tem sido associada a cateteres vasculares, nutrição parenteral e 

prematuridade, enquanto câncer e neutropenia estão associados à candidemia por 

C. tropicalis. Por outro lado, fungemias por C. glabrata e C. krusei estão associadas 

à exposição prévia aos antifúngicos da classe dos azoles (WINGARD, 1995; 

GIRMENIA et al., 1996; MARR et al., 1999; TRICK et al., 2002; CLARK et al., 2004).  
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A epidemiologia das infecções por Candida spp. varia conforme a 

região demográfica (ABI-SAID et al., 1997; TRICK et al., 2002; EGGIMANN et al., 

2003; PFALLER et al., 2004; COLOMBO et al., 2006). Estudos recentes demonstram 

um aumento notável na freqüência de isolamento de C. glabrata principalmente nos 

EUA (TRICK et al., 2002; HAJJEH et al., 2004; PFALLER et al., 2006; HACHEM et 

al., 2008). Já no Brasil, C. parapsilosis e C. tropicalis têm sido as espécies não-

albicans mais freqüentemente isoladas (COLOMBO et al., 2006; HINRICHSEN et al., 

2008; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; PEREIRA et al., 2010).   

  

  

2.2 Candida Parapsilosis  
  

  

A espécie C. parapsilosis encontra-se amplamente distribuída na 

natureza. Além do hospedeiro humano, esta espécie pode ser encontrada em 

animais domésticos, insetos e microambientes do solo e aquático (revisado por 

TROFA et al., 2008).  

Até recentemente, os isolados de C. parapsilosis eram subdivididos 

em três grupos genotípicos, denominados grupos I, II e III (LEHMANN et al., 1992; 

LIN et al., 1995; ROY e MEYER, 1998). No entanto, Tavanti e colaboradores (2005) 

demonstraram que o grau de variação genotípica destes grupos justificava separá-

los em espécies distintas, dando origem a duas novas espécies C. orthopsilosis e C. 

metapsilosis, substituindo as designações C. parapsilosis grupo II e III, 

respectivamente. A denominação C. parapsilosis foi mantida para os isolados do 

grupo I (TAVANTI et al., 2005).   

Dentre estas três espécies, C. parapsilosis é responsável pela 

maioria das manifestações clínicas, pelo fato de ser mais distribuída 

geograficamente, melhor adaptada ao hospedeiro humano e mais transmissível 

comparativamente as outras duas espécies. C. orthopsilosis é capaz de colonizar e 

causar infecções em diferentes regiões anatômicas, já à incidência de C. 

metapsilosis é rara em isolados clínicos (TAVANTI et al., 2007; THIERRY et al., 

2010).   

C. parapsilosis é comensal da pele e espaço ungueal do homem, 

tendo sua patogenicidade limitada à integridade dos mesmos (revisado por TROFA 
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et al., 2008). Distintamente ao que ocorre em infecções nosocomiais causadas por 

C. albicans e C. tropicalis, nas quais a infecção é precedida por colonização, e a 

transmissão é vertical, para C. parapsilosis a transmissão é horizontal, devido sua 

propriedade de colonizar mãos de indivíduos saudáveis (profissionais da área de 

saúde), de reproduzir-se em soluções de nutrição parenteral e formar biofilme em 

cateteres e em outros dispositivos médicos (revisado por TROFA et al., 2008; VAN 

ASBECK et al., 2009). Desta forma, C. parapsilosis vem sendo cada vez mais 

relacionada a surtos hospitalares, principalmente em neonatos prematuros (DE 

BERNARDIS et al., 1999; SHIN et al., 2002; KUHN et al., 2004; ALMIRANTE, et al., 

2005; BONASSOLI et al., 2005; VAN ASBECK et al., 2007; PFALLER et al., 2008; 

VAN ASBECK et al., 2009).   

Nos últimos anos, a frequência de infecções por C. parapsilosis 

aumentou significativamente, sendo reportada como a segunda espécie mais isolada 

de hemoculturas (revisado por TROFA et al., 2008). Segundo alguns autores C. 

parapsilosis tem ocorrido em maior frequência comparativamente a C. albicans em 

hospitais da Europa (PFALLER et al., 2001), da Ásia (NAKAMURA e TAKAHASHI, 

2006; NG et al., 2001) e da América do Sul (MEDRANO et al., 2006; BRUDER-

NASCIMENTO et al., 2010). O aumento na freqüência de infecções invasivas por C. 

parapsilosis tem sido atribuído a sua capacidade de crescimento em soluções 

parenterais com alta concentração de glicose e de aderir a dispositivos 

intravasculares. Pacientes portadores do virus HIV e submetidos a procedimentos 

cirurgicos, particularmente cirurgia gastrointestinal, que fazem uso prolongado de 

cateter venoso central e, pacientes com câncer estão mais susceptíveis a infecção 

por C. parapsilosis. A faixa etária mais propensa a este tipo de enfermidade 

compreende neonatos e prematuros uma vez que as microbiotas de pele e 

gastrointestinal não estão estabelecidas (revisado por TROFA et al., 2008).  

Quanto a infecções superficiais (pele e unha) também tem sido 

relatado um aumento na frequência de C. parapsilosis em diversas regiões 

demográficas (NG et al, 1999; GAUTRET et al., 2000; SEGAL et al., 2000; GUPTA 

et al., 2003; MUJICA et al., 2004; BRILHANTE et al., 2005; MUGGE et al., 2006; 

FIGUEIREDO et al., 2007; MARTINS et al., 2007; MANZANO et al., 2008; ROTA, 

2008).   

Apesar de sua importância clínica, até o momento, ainda são 

escassos os estudos relativos a determinantes de virulência em C. parapsilosis. A 
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habilidade de adesão a células do hospedeiro tem sido relatada (KUHN et al., 2002; 

KUHN et al., 2004). Recentemente, Oliveira e colaboradores (2010) evidenciaram 

adesão celular e formação de biofilme por isolados clínicos de C. parapsilosis em 

superfícies de cabelo e unha. A capacidade de isolados de C. parapsilosis causarem 

infecção em vários tecidos do hospedeiro está relacionada à formação de biofilme, 

uma vez que a estrutura do biofilme confere resistência a antifúngicos e proteção 

contra células do sistema imune do hospedeiro. Segundo a literatura, isolados de C. 

parapsilosis formadores de biofilme in vitro estão associados a taxa de mortalidade 

71,4% superior aos indivíduos acometidos, comparativamente ao de isolados não 

formadores de biofilme. Embora o papel exercido por enzimas extracelulares como 

determinante de virulência nos diversos sítios de infecção, seja pouco esclarecido, 

sabe-se que existe uma tendência dos isolados de mucosa vaginal e pele 

produzirem mais proteases aspárticas (Saps) em relação aos isolados de sangue 

(revisado por TROFA et al., 2008). Tal evidência sugere diferenças na produção de 

proteases aspárticas por isolados clínicos de C. parapsilosis (TAVANTI et al., 2010).  

  

  

2.3 TECIDOS QUERATINIZADOS E INFECÇÃO POR CANDIDA SPP.  
  

  

A composição dos tecidos queratinizados é dada pela produção de 

queratina no interior das células da epiderme (ADDOR, 2007). A queratina é uma 

proteína estrutural insolúvel, rica em enxofre, encontrada nas superfícies de tecidos 

de vertebrados superiores (penas, cascos, pele, cabelo, unhas e outras estruturas 

epidérmicas de proteção) (VIGNARDET et al., 1999). Esta proteína apresenta alta 

estabilidade mecânica devido à composição e configuração molecular dos seus 

aminoácidos (Figura 1). As características mencionadas devem-se ao fato da 

molécula de queratina ser composta por grande quantidade de unidades do 

aminoácido cisteína, formando pontes dissulfeto intra- e inter-cadeia. A formação 

destas pontes ocorre pela oxidação dos grupos SH de duas moléculas do 

aminoácido cisteína, conferindo maior rigidez e estabilidade estrutural à molécula de 

queratina (Figura 2) (SCHROOYEN et al., 2000).   

A estrutura da queratina é divida em rígida e leve de acordo com o 

teor de cisteína. A queratina do tipo rígida contém muitos resíduos de cisteína, 
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incluem-se neste grupo penas, pelos e unhas (HOOD et al.,1994, PARRY, 1998; 

SCHROOYEN et al., 2001). Por outro lado, a queratina do tipo leve apresenta 

poucos resíduos de cisteína na constituição e, é encontrada na pele (VOET e VOET, 

1995; SCHROOYEN et al., 2001).  

 

 

Figura 1 – Estrutura em hélice da α – queratina  
Fonte: Dissertação de Mestrado Thalita Rodrigues Duarte, 2010.  
   

 
Figura 2 – Duas unidades de cisteína formando ponte dissulfeto.  
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As estruturas queratinizadas presentes em tecidos epidérmicos 

humanos são: pelo, unha e pele. Os pelos e as unhas são apêndices cutâneos cuja 

função é proteger e garantir maior resistência às agressões ambientais. A pele 

recobre a superfície do corpo oferecendo um revestimento protetor e impermeável à 

água. A espessura e estrutura da epiderme da pele variam de acordo com a 

superfície corpórea, sendo mais espessa e complexa na palma da mão e superfície 

do pé. A renovação das células queratinizadas da epiderme representa uma barreira 

contra a infecção por micro-organismos, no entanto além de barreira física, esta 

camada da pele também é constituída de células de defesa como as células de 

Langerhans e os queratinócitos que medeiam à resposta imune formando um 

complexo e eficiente mecanismo de defesa (Wagne e Sohnle 1995).  

Desta forma, são poucos os micro-organismos capazes de colonizar 

e desenvolver infecção em tecidos queratinizados. O grupo de microrganismos mais 

conhecido por desencadear micoses cutâneas compreende os dermatófitos. No 

entanto, estudos têm relatado alta incidência de espécies de Candida em caso de 

micoses de pele e unha (WAGNE e SOHNLE, 1995; KAUR et al., 2008), como 

descrito no item 2.1.   

  

2.4 FATORES DE VIRULÊNCIA  
  

  

A patogenicidade de um micro-organismo é definida como a 

capacidade de causar doença. No caso de patógenos oportunistas, a ocorrência da 

infecção é determinada pelo estado fisiológico do hospedeiro aliado a capacidade de 

expressão de fatores de virulência, de acordo com o tipo, estágio e sítio anatômico 

da infecção (GHANNOUM e ABU-ELTEEN, 1990; HAYNES, 2001; YANG, 2003). 

Para o estabelecimento da infecção, fatores de virulência expressos por Candida 

spp. estão envolvidos na adaptação do microrganismo às alterações nutricionais 

ocorrida por variações fisiológicas, na capacidade de sobrepujar o sistema imune e 

de invasão dos diferentes tecidos do hospedeiro.  

A maioria das pesquisas referentes aos fatores de virulência em 

micro-organismos pertencentes ao gênero Candida se baseia em C. albicans. 

Entretanto, vários estudos constatam diferenças significativas quanto à presença de 

genes relacionados a esses determinantes entre as demais espécies bem como, 
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quanto à expressão dos mesmos, a qual é dependente da interação fungo-

hospedeiro e de necessidades nutricionais e fisiológicas do fungo no curso da 

infecção (HAYNES, 2001; TAVANTI et al., 2004; DAGDEVIREN et al., 2005; OKSUZ 

et al., 2007).  

Dentre os principais fatores de virulência atribuídos às espécies do 

gênero Candida, tem-se a habilidade de produzir enzimas hidrolíticas extracelulares, 

a capacidade de variação da morfologia celular (formação de hifas, pseudo-hifas e 

variação fenotípica) e a expressão de fatores de adesão, como moléculas 

reconhecedoras de superfícies propiciando a formação de biofilme (GHANNOUN, 

2000; HAYNES, 2001; YANG, 2003; GOKCE et al., 2007; NAGLIK et al., 2008). O 

mecanismo de switching fenotípico que possibilita melhor adaptação do micro-

organismo ao ambiente (revisado CALDERONE e FONZI, 2001; HAYNES, 2001; 

YANG, 2003; BROCKERT et al., 2003; AVERY et al., 2006) e a produção de fator 

hemolítico que está relacionado à capacidade do patógeno em adquirir íons ferro a 

partir da hemoglobina (MANNS et al., 1994; WATANABE et al., 1997; LUO et al., 

2001) também têm sido reconhecidos como possíveis atributos de virulência nas 

espécies de Candida.  

  

 

2.4.1 Proteases  
  

  

As enzimas hidrolíticas extracelulares estão entre os principais 

fatores de virulência do gênero Candida, sendo fundamentais na instalação e 

desenvolvimento da infecção (revisado por NAGLIK et al., 2003).  

A produção de proteases por C. albicans foi descrita pela primeira 

vez em 1965 (STAIB, 1965). E desde então, estas proteases vêm sendo 

intensivamente estudadas, por serem consideradas como importante fator de 

patogenicidade nas espécies de Candida (MACDONALD e ODDS, 1983; 

GHANNOUM e ABU-ELTEEN, 1986; revisado por NAGLIK et al., 2003).  

As principais e mais estudadas dentre as classes de proteases 

produzidas por espécies de Candida, são as proteases aspárticas (Saps). Em C. 

albicans já está descrito uma família de aspartil proteases, sendo algumas destas 

secretadas (Sap1-Sap8) e, outras ancoradas à parede celular (Sap9 e Sap10), 
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apresentando funções distintas. Proteases Saps1-6 são conhecidas por hidrolisar 

proteínas do hospedeiro, e conseqüentemente, causar danos em tecidos. Em 

contraste, tem sido demonstrado que Sap9 e Sap10 são relacionadas à integridade 

da parede celular (MONOD et al., 1994; MONOD et al., 1998; KRETSCHMAR et al., 

2002; ALBRECHT et al., 2006).   

Embora o papel primário das Saps produzidas por C. albicans seja a 

digestão de proteínas (albumina, hemoglobina, queratina e imonoglobulinas A) 

(revisado por YANG, 2003) estas proteases facilitam a adesão a muitos tipos 

celulares e tecidos do hospedeiro, como mucosas do trato oral e vaginal. Além disso, 

estas proteases podem contribuir para a invasão de órgãos profundos causando 

distúrbios em células e substâncias intercelulares, além de destruição de células e 

moléculas do sistema imune (KAMINISHI et al., 1995; revisado por HUBE, 1998; DE 

BERNARDIS et al., 1997; FALLON et al., 1997), ou ainda degradação de queratina 

dos tecidos cutâneos facilitando a infecção nestes sítios (NEGI et al., 1984; TSUBOI 

et al., 1985; TSUBOI et al., 1989 RAY e PAYNE, 1990; SCHALLER et al., 2000).   

Pepstatina A é um inibidor específico de proteases aspárticas, o qual 

é utilizado na classificação de proteases desta classe, tem sido empregado para 

prevenir a invasão e danos à mucosa oral, vaginal e pele em modelos experimentais 

(DE BERNARDIS et al., 1997; FALLON et al., 1997).  

Diversos estudos relatam a expressão diferencial de genes SAPs de 

C. albicans sob uma variedade de condições laboratoriais, como em modelos 

experimentais de reconstrução da pele, mucosa oral e vaginal, e in vivo, tanto em 

modelos animais quanto em tecidos de mucosa oral infectados (HUBE et al., 1994; 

SCHALLER et al., 2005; STAIB et al., 2008).   

Alguns estudos demonstraram que a produção de Saps em espécies 

patogênicas do gênero Candida é induzida por proteína exógena (normalmente 

albumina, soro albumina bovina – BSA e hemoglobina) (DOSTÁL et al., 2003; 

DAGDEVIREN et al., 2005; FURLANETO-MAIA et al., 2008; COSTA et al., 2009). A 

intensidade desta produção é diferenciada entre as espécies do gênero e pode estar 

relacionada à patogenicidade de cada espécie (KUMAR et al., 2006).  

A produção de Saps por outras espécies do gênero, a exemplo de C. 

parapsilosis, também tem sido demonstrada, embora o papel destas proteases na 

patogenicidade ainda não seja esclarecido (revisado por TROFA et al., 2008).   



25 

 

Rüchel e colaboradores (1986) foram os primeiros autores a 

descrever a produção de protease aspártica por C. parapsilosis, apesar de não ter 

encontrado correlação com a virulência.   

A produção de proteases aspárticas in vitro por isolados clínicos de 

C. parapsilosis tem sido demonstrada após cultivo em presença substratos protéicos 

(DE BERNARDIS et al., 1989; RAY e PAYNE, 1990; CHAKRABARTI et al., 1991; 

FUSEK et al., 1993; CASSONE et al., 1995; DE BERNARDIS et al., 1999; WU e 

SAMARANAYAKE, 1999; KANTARCIOGLU et al., 2002; KUHN et al., 2004; HAMAL 

et al., 2004; BRAMONO et al., 2006; GOKCE et al., 2007; SILVA et al., 2007; 

MOHAN e BALLAL, 2008; FRANÇA et al., 2009; HRUSOVÁ-HEIDINGSFELDOVÁ et 

al., 2009), os quais reforçam a importância de novos estudos visando o 

esclarecimento do papel destas proteases na virulência de C. parapsilosis nos 

variados sítios anatômicos de infecção.   

Até o momento, já foram descritas três isoenzimas de Sap 

secretadas por C. parapsilosis (Sapp1p, Sapp2p, Sapp3p) (revisado por TROFA et 

al., 2008). De Viragh e colaboradores (1993) identificaram dois genes que codificam 

estas proteases em C. parapsilosis (SAPP1P e SAPP2P), sendo que SAPP2P foi 

inicialmente classificado como pseudo-gene. No entanto, estudos posteriores 

demonstraram que o gene SAPP2P codifica a isoenzima Sapp2p, a qual constitui 

cerca de 20% das Saps secretadas. Além disso, a sua atividade tem mecanismo de 

ação distinto ao da enzima codificada pelo gene SAPP1P (FUSEK et al., 1993; 

MERKEROVÁ et al., 2006). Recentemente, Hrušková-Heidingsfeldová e 

colaboradores (2009) evidenciaram que a expressão e secreção de Sapp1p é 

extensivamente induzida pela presença de diversas proteínas exógenas, 

diferentemente da Sapp2p a qual apresenta restrição e especificidade pelo substrato 

protéico, sendo secretada em baixa quantidade. A regulação de Sapp3p ainda é 

desconhecida (revisado por TROFA et al., 2008).  

Até o momento, ainda são poucos os estudos relativos à expressão 

e ao mecanismo de ação de outras classes de proteases produzidas por Candida 

spp. Segundo a literatura, serino e metalo proteases também são produzidas por 

Candida (RODIER et al., 1999; COSTA et al., 2003; SANTOS e SOARES, 2004; 

SANTOS et al., 2006; VERMELHO et al., 2009). Santos e colaboradores (2006) 

descreveram a produção de metalo e serino proteases por C. albicans, capazes de 

degradar componentes de matriz extracelular, porém a função que estas enzimas 
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desenvolvem durante a infecção, ainda não está definida. Mais recentemente, 

Vermelho e colaboradores (2009) identificaram pela primeira vez a produção de uma 

serino protease com atividade queratinolítica em C. parapsilosis.  
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PROTEASES ÁCIDAS PRODUZIDAS POR ISOLADOS CLÍNICOS DE CANDIDA PARAPSILOSIS EM 

PRESENÇA DE SUBSTRATOS QUERATÍNICOS  

 

1 INTRODUÇÃO  
 

Espécies de leveduras pertencentes ao gênero Candida apresentam 

características que as permitem tanto colonizar quanto parasitar o hospedeiro 

humano. Determinados fatores predisponentes que levam a alteração do estado 

fisiológico ou imune do hospedeiro podem favorecer a mudança do estado comensal 

para um estado de patogenia, tornando-as capazes de causar um amplo espectro de 

infecções. Nestas condições, alguns isolados de Candida spp. têm a propriedade de 

expressar genes relacionados a patogenicidade propiciando o estabelecimento de 

infecções (revisado por HUBE, 2004; revisado por KOJIC, 2004; revisado por 

NUCCI, 2010).   

Candida parapsilosis tem sido alvo de estudos devido sua alta 

incidência em infecções superficiais e invasivas. Apresenta-se como comensal de 

pele e espaço ungueal, podendo desenvolver infecção nestes locais, ou via porta de 

acesso, propagar-se a outros sítios anatômicos (revisado por TROFA et al., 2008). 

Entre as infecções superficiais, C. parapsilosis tem destaque nas dermatomicoses 

(NG et al, 1999; GAUTRET et al., 2000; SEGAL et al., 2000; GUPTA et al., 2003; 

MUJICA et al., 2004; BRILHANTE et al., 2005; MUGGE et al., 2006; FIGUEIREDO et 

al., 2007; MARTINS et al., 2007; MANZANO et al., 2008; ROTA, 2008), 

apresentando-se como o segundo agente mais isolado em casos de onicomicose 

(revisado por TROFA et al., 2008).  

As enzimas hidrolíticas extracelulares produzidas por Candida spp. 

desempenham papel importante no estabelecimento da infecção. Dentre estas, 

destaca-se as aspartil proteases (Sap), as quais vêm sendo alvo de muitos estudos. 

Estas proteases podem degradar diversas proteínas do hospedeiro (RAY e PAYNE, 

1990; revisado por YANG, 2003), disponibilizando nitrogênio para as células, além 

de desempenhar funções relacionadas à virulência. As Saps são responsáveis pela 

promoção de adesão a diversos tipos celulares e tecidos do hospedeiro, como 

mucosas dos tratos oral e vaginal e, tecidos epiteliais queratinizados. Estas 

proteases são capazes ainda de degradar queratina presente em tecidos cutâneos 
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facilitando a infecção nestes sítios (NEGI et al., 1984; TSUBOI et al., 1985; TSUBOI 

et al., 1989 RAY e PAYNE, 1990; SCHALLER et al., 2000).  

Além disso, estas proteases causam destruição de células e 

moléculas do sistema imune (KAMINISHI et al., 1995; revisado por HUBE, 1998; DE 

BERNARDIS et al., 1997; FALLON et al., 1997).   

Apesar do aumento da freqüência de C. parapsilosis como agente 

de infecções, o papel das enzimas hidrolíticas na patogenicidade desta espécie 

ainda permanece obscuro (revisado por TROFA et al., 2008), particularmente em 

casos de micoses superficiais de pele e unha.   

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a 

produção de proteases ácidas por isolados de C. parapsilosis, obtidos de lesão de 

pele, lesão de unha e secreção traqueal, na ausência e presença de substratos 

queratínicos (cabelo, pele e unha).  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS  
  

2.1 MATERIAIS BIOLÓGICOS  
  

Neste estudo foram utilizados três isolados clínicos de C. 

parapsilosis, obtidos de pacientes internados no Hospital Universitário da 

Universidade Estadual de Londrina. Tais isolados foram selecionados com base no 

sítio de isolamento: raspado de lesão de unha (isolado 150.06), secreção traqueal 

(isolado 205.06) e lesão de pele (isolado 220.07), os quais fazem parte da coleção 

de leveduras do Laboratório de Genética e Biologia Molecular de Fungos da 

Universidade Estadual de Londrina.  

A identificação da espécie dos isolados foi realizada pela técnica de 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), com o emprego dos oligonucleotídeos 

iniciadores para o gene URA3 específico para a espécie C. parapsilosis (classificada 

anteriormente como grupo I de C. parapsilosis), o qual possibilita diferenciá-la das 

demais, C. ortopsilosis e C. metapsilosis (grupo II e III de C. parapsilosis, 

respectivamente), conforme descrito por Tavanti e colaboradores (2005).  

 

2.2 MANUTENÇÃO DOS ISOLADOS E MEIOS DE CULTIVO   

 

Os isolados de C. parapsilosis foram mantidos em meio Sabouraud 

Dextrose líquido à 8oC, sendo repicados a cada três meses para conservação e 

manutenção da viabilidade celular. Para a análise da produção de proteases foi 

utilizado o Meio de Sais (MS) descrito por El - Naghy e colaboradores (1998), com 

modificações, com as seguintes concentrações (g/L): K2HPO4 1,5; MgSO4.7H20 

0,025; CaCl2  0,025; FeSO4 0,015; ZnSO4 0,005 e 1% de glicose, com e sem 

suplementação de substratos queratínicos 0,5% (cabelo - MSC , pele - MSP e unha - 

MSU). O pH do Meio de Sais foi ajustado para 5,0 com tampão citrato (1M) 

acrescido em 10% do volume final do meio de cultura.  

 

2.3 OBTENÇÃO E PREPARO DOS SUBSTRATOS QUERATÍNICOS   
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Os substratos queratínicos (cabelo, pele e unha) foram gentilmente 

cedidos por indivíduos sadios e processados para retirada de restos celulares e 

moléculas indesejáveis, tornando-se apenas fonte de queratina.  

A pele (estrato córneo) foi processada como descrito por Gradisar e 

colaboradores (2000), com modificações. Primeiramente, as porções de pele foram 

retiradas da região plantar, e mergulhadas em etanol absoluto por 4 dias, com trocas 

diárias do solvente. Posteriormente o solvente foi retirado, as porções de pele foram 

lavadas com água destilada para retirada dos resíduos do etanol, os fragmentos 

foram secos a 50°C por 3 dias, e triturados em presença de nitrogênio liquido até 

obtenção de pó. O material foi novamente seco a 50°C, e por fim autoclavado a 

vapor fluente por 30 minutos, para então ser adicionado aos meios de cultura.   

Os substratos queratínicos obtidos de unha e cabelo foram 

preparados como descrito por Friedrich e colaboradores (1999), com modificações. 

Inicialmente foi realizada a remoção de lipídeos empregando uma solução de 

clorofórmio-metanol (1:1) durante 4 dias, com trocas do solvente a cada 24 h. 

Posteriormente o solvente foi retirado, os fragmentos de unha e cabelo foram 

lavados com água destilada para retirada de resíduos e secos a 50°C por 3 dias. Em 

seguida, os pedaços de unha foram triturados em nitrogênio líquido até a obtenção 

de pó. O material foi novamente seco a 50°C. O cabelo foi cortado com auxílio de 

tesoura em pedaços menores. Por fim, os dois substratos foram autoclavados a 

vapor fluente por 30 minutos, para então serem adicionados aos meios de culturas.  

 

2.4 CINÉTICA DE CRESCIMENTO  
 

O crescimento dos isolados de C. parapsilosis foi avaliado pelo 

aumento da massa total de células inoculadas em Meio de Sais tamponado com 

tampão citrato (pH 5,0), na presença e ausência dos substratos queratínicos. 

Primeiramente foi realizado o pré-inóculo, obtido por sincronismo do cultivo (três 

crescimentos consecutivos em meio Sabouraud, por 18 horas, a 37°C, sob agitação 

de 180 rpm). A partir destas culturas, alíquotas de cada isolado foram inoculadas 

nos Meio de Sais com ausência e presença dos substratos queratínicos na 

concentração final de 104 células/mL. A avaliação do crescimento foi realizada 

diariamente durante 10 dias de incubação a 37°C/180rpm. Alíquotas de 200 µL 
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foram retiradas para monitoramento por contagem celular em câmara de Neubauer. 

Os dados foram expressos em log do número de células/mL.  

  

 

2.5 ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE PROTEASES  

 

2.5.1 Obtenção do Sobrenadante de Cultivo  

 

Para a análise da produção de proteases primeiramente foi realizado 

o sincronismo do cultivo como descrito no item 2.4 Os inóculos foram ajustados, e 

adicionados aos de Meio de Sais tamponado com tampão citrato (pH 5,0) na 

concentração final de 104 células/mL na ausência e presença de substratos 

queratínicos, e incubados por 10 dias a 37°C/180 rpm. Após a incubação, os cultivos 

foram centrifugados a 4°C/20.000 rpm por 30 minutos. Os sobrenadantes foram 

então separados dos sedimentos celulares e congelados para serem utilizados na 

determinação das atividades proteolíticas.  

 

2.5.2 Ensaio da Atividade Proteolítica  
  

A atividade proteolítica foi realizada conforme Braga-Silva e 

colaboradores (2009), com modificações. Dois substratos protéicos foram testados: 

hemoglobina bovina e o BSA (soro albumina bovino) (0,5mg/mL) adicionados em 

tampão citrato pH 3,5. O ensaio enzimático constituiu de 200 µL da solução tampão-

substrato e 50 µL dos sobrenadantes de cultivo e incubação por 2 horas a 37°C. 

Após o período de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 250 µL de 

acido tricloracético (TCA) 0,1M seguido de incubação por 1 hora a 4°C. A mistura de 

reação foi centrifugada a 10.000 rpm/10 minutos. A leitura espectrofotométrica foi 

realizada em microplacas de poliestireno. Para tal, 150 µL dos sobrenadantes de 

reação foram adicionados a 100 µL de solução de Coomassie (0.025% Coomassie 

brilliant blue G-250, 11.75% etanol, e 21.25% acido fosfórico). Após 10 minutos, 

tempo suficiente para a ligação do corante aos aminoácidos derivados da quebra da 

proteína (hemoglobina ou BSA), as leituras foram realizadas em 595 nm (Asys 

HiTech UVM 340). O controle foi obtido nas mesmas condições, diferindo na ordem 

dos reagentes, primeiramente, adicionado 50 µL do sobrenadante de reação 
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juntamente com 250 µL de TCA, somente após as 2 horas de incubação a 37°C foi 

adicionado 200 µL de solução tampão-substrato. Os ensaios foram realizados em 

triplicata, sendo que, em cada ensaio houve duplicata do teste e do controle para 

cada um dos 3 isolados de C. parapsilosis.   

Uma unidade proteolítica (U) foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para aumentar a absorbância (595) em 0,001 unidades, nas 

condições descritas (BRAGA-SILVA et al., 2009). Os resultados das atividades 

proteolíticas foram expressos em U/mL.  

  

2.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  
  

Para as análises estatísticas foi aplicado o teste t de Tukey. Valores 

de P<0,05 foram considerados significativos.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

3.1 CINÉTICA DE CRESCIMENTO  
  

No presente trabalho foi avaliada a cinética de crescimento dos 

isolados 150.06 (lesão de unha), 220.07 (lesão de pele) e 205.06 (secreção 

traqueal) de C. parapsilosis em MS (meio de sais), MS suplementado com pele 

(MSP), MS suplementado com unha (MSU) e MS suplementado com cabelo (MSC) 

como descrito no item 2.4.   

Como demonstrado na Figura 1, os isolados apresentaram cinéticas 

de crescimento similares, sendo que em meio suplementado com estrato córneo 

(MSP) foi observado o maior valor de densidade celular (108 células/mL). Em 

presença de unha e cabelo a densidade celular foi inferior (107 células/mL), no 

entanto, o crescimento dos isolados foi relativamente superior em meio 

suplementado com unha em relação ao observado em meio suplementado com 

cabelo. Os menores valores de densidade celular (106 células/mL) foram 

observados em meio de sais (ausência de substrato protéico). Neste estudo, foi 

também verificado à formação de pseudo-hifas pelos três isolados analisados 

quando cultivados nos Meios de Sais suplementados com substratos queratínicos 

(dados não mostrados).  
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Figura 1 –  Curva de crescimento dos isolados de C. parapsilosis em meio de sais (MS) e 
MS suplementado com pele (MSP), unha (MSU), e cabelo (MSC). (A) 150.06, 
(B) 220.07 e (C) 205.06. 

 

Estes resultados indicam que a fonte de substrato queratínico teve 

influência no crescimento populacional, uma vez que os três substratos apresentam 

diferenças quanto à composição da molécula de queratina. Os isolados de C. 

parapsilosis foram capazes de obter nutrientes (nitrogênio) mais facilmente pela 

quebra do estrato córneo, já que este é composto por queratina leve, 

comparativamente ao obtido pela quebra da queratina rígida componente da unha e 

do cabelo, sendo a queratina do cabelo ainda mais rígida devido ao maior número 

de resíduos de cisteína. No cultivo em MS ocorre estresse químico, resultando em 

crescimento populacional inferior ao observado em meios suplementados com 

substratos queratínicos. Observa-se ainda, que as maiores densidades celulares 
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ocorreram em tempos prolongados de cultivo, provavelmente devido à quebra da 

queratina ser um processo dispendioso, dependente da secreção de proteases e, 

por conseguinte absorção do nitrogênio pelas células viabilizando o crescimento 

populacional.  

Até o momento, não há informações na literatura relativas à cinética 

de crescimento de isolados clínicos de C. parapsilosis cultivados em presença de 

substratos queratínicos de origem humana.  

 

3.2  PRODUÇÃO DE PROTEASES ÁCIDAS EM PRESENÇA E AUSÊNCIA DE SUBSTRATO 

QUERATÍNICO  

  

Neste trabalho, a atividade proteolítica a partir de cultivo líquido dos 

isolados 150.06, 220.07 e 205.06 de C. parapsilosis foi analisada após 10 dias de 

incubação em MS (meio de sais) e MS suplementado com pele (MSP), unha (MSU) 

e cabelo (MSC). Para determinação da atividade proteolítica foi utilizado 

hemoglobina bovina e BSA, como descrito no item 2.5.2.   

A maioria dos trabalhos relativos a produção de proteases ácidas 

por C. parapsilosis se baseia em halo de degradação do substrato, normalmente 

BSA, em meio solidificado (WU e SAMARANAYAKE, 1999; KANTARCIOGLU et al., 

2002; KUHN et al., 2004; HAMAL et al., 2004; BRAMONO et al., 2006; GOKCE et 

al., 2007; SILVA et al., 2007; MOHAN e BALLAL, 2008; FRANÇA et al., 2009; 

TAVANTI et al., 2010).   

Neste trabalho, a produção de proteases ácidas foi avaliada por 

método quantitativo, sendo que a atividade proteolítica foi quantificada a partir de 

sobrenadantes de cultivo, mantidos em pH 5,0, empregando os substratos 

hemoglobina e BSA. O emprego de dois substratos para ação enzimática foi 

realizado a fim de avaliar se há uma atividade enzimática mais eficiente sobre 

determinado substrato.  

Com base nos dados da curva de crescimento, levando-se em 

consideração a densidade celular, a produção de proteases foi primeiramente 

avaliada em tempos de cultivo distintos (3, 5, 7 e 10 dias), sendo que as maiores 

atividades foram obtidas em cultivos de 10 dias (dados não mostrados). Desta 

forma, a avaliação da produção de proteases ácidas pelos isolados de C. 

parapsilosis foi realizada neste tempo de cultivo.  
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Como observado na Figura 2, atividade proteolítica foi detectada em 

todas as condições de cultivos testadas (MS, MSP, MSU e MSC), com perfil 

enzimático semelhante em ambos substratos empregados no ensaio enzimático 

(hemoglobina e BSA).   

 

 

 

 

Figura 2 –  Atividade proteolítica dos isolados 150.06, 220.07 e 205.06 de C. 
parapsilosis após crescimento em meio de sais (MS) e MS suplementado 
com pele (MSP), unha (MSU) e cabelo (MSC). (A) hemoglobina bovina, 
(B) BSA. Os valores são expressos em U/mL. Os resultados representam 
a média de três experimentos independentes. *P<0,05 para MSU vs MS 
(isolado 150.06) e MSP vs MS (isolado 220.07). **P<0,05 para isolado 
150.06 vs 205.06 (meio MSU) 

 

Os menores valores de atividade foram observados em meio MS 

(meio de sais), comparativamente aos dos cultivos suplementados com substratos 

queratínicos, sugerindo a produção destas proteases em níveis basais nesta 

condição de cultivo.   
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A produção de proteases pelo isolado de unha (150.06) (440 U/mL) 

após cultivo em MSU foi significativamente superior ao observado em MS (120 U/mL 

em hemoglobina e 60 U/mL em BSA) (P<0,05), em ambos substratos testados 

(Figura 2A,B). Já a produção de proteases pelo isolado de lesão de pele (220.07) foi 

significativamente superior em meio suplementado com pele (MSP) (440 U/mL) 

comparativamente ao observado em meio de sais (140 U/mL) (P<0,05) no substrato 

hemoglobina (Figura 2A). O isolado de secreção traqueal (205.06) não apresentou 

diferenças significativas na produção de proteases em função dos meios de cultivo 

testados (ausência e presença de substratos queratínicos) (Figura 2A,B).  

Como observado na Figura 2, os isolados diferiram quanto à 

produção de proteases, sendo que os isolados de lesão de unha e de pele (150.06 e 

220.07) apresentaram maiores atividades, para algumas condições de cultivo, 

comparativamente ao isolado de secreção traqueal (205.06).   

Em meio suplementado com unha (MSU), a produção de proteases 

ácidas pelo isolado 150.06 foi significativamente superior a do isolado 205.06 

(P<0,05), em ambos substratos (hemoglobina e BSA) (Figura 2A,B).  

Os dados obtidos indicam uma possível relação entre a produção de 

proteases ácidas e o sítio de isolamento das amostras clínicas de C. parapsilosis, 

pois em meios suplementados com unha e pele ocorreu produção aumentada de 

proteases ácidas pelos isolados de lesão de unha e pele, respectivamente.   

O isolado de secreção traqueal (205.06) não apresentou diferença 

significativa na produção de proteases em relação ao meio de cultivo (ausência e 

presença de substratos queratínicos). Vale ressaltar que este isolado foi obtido de 

um sítio de colonização do trato respiratório. Segundo PAPPAS et al. (2009) a 

colonização por Candida spp é comum em pacientes internados submetidos à 

ventilação mecânica, sendo o quadro de infecção extremamente raro.   

Os resultados obtidos demonstram diferentes perfis de produção de 

proteases entre isolados de C. parapsilosis obtidos de infecção (unha e pele) e de 

colonização.   

Neste trabalho os resultados indicam, pela primeira vez, que 

isolados de C. parapsilosis expressam proteases ácidas quando cultivados na 

presença da queratina constituinte do cabelo, como única fonte de nitrogênio. Este 

dado faz-se interessante, já que isolados de Candida spp. não são identificados 

como agentes causais de infecções em cabelo, uma vez que a queratina rígida que 



53 

 

o compõe é uma barreira na defesa contra a grande maioria dos microrganismos. 

Exceto em casos de candidíase muco-cutânea crônica, a qual atinge, além de outros 

sítios anatômicos, o couro cabeludo, levando a perda definitiva de cabelo 

(KIRKPATRICK, 1989; revisado por WAGNE e SOHNLE, 1995; LACAZ, 2002; LIU e 

LEI, 2003; BHOWATE e A DUBEY, 2004; SIDRIM, 2004; LÓPEZ-MARTINEZ, 2010).   

Ray e Payne (1990) avaliaram a produção de proteases ácida por 

seis espécies de Candida isoladas de infecção cutânea, entre elas C. parapsilosis. 

Além disso, eles avaliaram a secreção destas proteases ácidas por um isolado de C. 

albicans em meio de cultivo suplementado com diferentes fontes protéicas (BSA, 

albumina, hemoglobina, colágeno e queratina bovina), obtendo os maiores níveis de 

produção em meio suplementado com queratina. Estes autores sugerem que a 

produção de protease ácida por espécies de Candida isoladas de infecção cutânea, 

seja um potencial fator de virulência, o qual facilita a colonização e invasão da pele.  

De Bernardis e colaboradores (1999) identificaram um perfil 

diferenciado na secreção de proteases aspárticas (Saps) por isolados clínicos de C. 

parapsilosis, em função do sítio de isolamento. Segundo os autores, os isolados de 

pele produziram quatro vezes mais Saps comparativamente aos isolados obtidos de 

sangue. Desta forma, os autores sugerem que o potencial apresentado por esta 

espécie em causar infecção superficial esta fortemente relacionada com a produção 

de Sap, diferentemente da infecção sistêmica, na qual a produção de Sap não é 

essencial para o estabelecimento da infecção.  

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a origem dos 

isolados de C. parapsilosis, sendo de colonização e infecção, a ausência e presença 

de substratos queratínicos e, a estrutura de queratina que os compõem, refletem 

diferenças na produção de proteases. Desta maneira, pode-se postular que a 

expressão de proteases ácidas por C. parapsilosis possa ser aumentada em 

processos infecciosos de pele e unha.  
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PROTEASES QUERATINOLÍTICA SECRETADAS POR ISOLADOS CLÍNICOS DE CANDIDA 

PARAPSILOSIS  

 

1 INTRODUÇÃO  
 

Dermatófitos e leveduras do gênero Candida são os principais 

patógenos causadores de micoses superficiais de pele e unha (WAGNER e 

SOHNLE, 1995).   

Dentre as leveduras, Candida parapsilosis é a espécie mais 

freqüentemente isolada destes sítios (DANING et al., 1998; KASZUBA et al., 1998; 

KWOK et al., 1998; ABU-ELTEEN, 1999; NG et al, 1999; RUDY, 1999; GAUTRET et 

al., 2000 ; SEGAL et al., 2000; JAUTOVÁ et al., 2001; DORKO et al., 2002;  GUPTA 

et al., 2003; MUJICA et al., 2004;  BRILHANTE et al., 2005; MUGGE et al., 2006; 

FIGUEIREDO et al., 2007;  MARTINS et al., 2007; MANZANO  et al., 2008; ROTA, 

2008; JAYATILAKE et al., 2009; GODOY-MARTINEZ et al., 2009).   

Dentre as espécies de Candida não-albicans, C. parapsilosis 

apresenta acentuada capacidade de adesão e de formação biofilme em superficies 

abióticas, características estas que têm sido correlacionadas com a emergência 

desta espécie em processos infecciosos (revisado por TROFA et al., 2008). 

Recentemente, Oliveira e colaboradores (2010) demonstraram pela primeira vez em 

C. parapsilosis a ocorrência de adesão e formação de biofilme em apêndices 

cutáneos (unha e cabelo).  

A queratina é uma proteína estrutural, que confere impermeabilidade 

e resistência às enzimas hidrolíticas e aos agentes físicos e químicos. Portanto é o 

principal constituinte dos tecidos que revestem a superfície corpórea. Desta forma, 

epitélios queratinizados são hostis à colonização por grande parte dos micro-

organismos, e ainda, menor é a parcela de patógenos capazes de causar infecções 

nestes sítios (WAGNER e SOHNLE, 1995).   

Segundo revisado por Wagner e Sohnle (1995), fungos dermatófitos 

e Candida spp. têm sucesso como agentes de dermatomicoses pelo fato de 

produzirem enzimas queratinolíticas (queratinases), as quais hidrolisam a queratina, 

propiciando a invasão do tecido e estabelecimento da infecção, além de 

disponibilizar aminoácidos para serem utilizados como nutriente.   
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Diversas queratinases produzidas por dermatófitos já foram 

purificadas e caracterizadas, sendo a grande maioria destas, proteases alcalinas 

pertencentes às classes serino e metalo-proteases (MONOD, 2008). Entretanto, até 

o momento são poucos os dados relativos à produção de proteases com atividade 

queratinolítica por espécies do gênero Candida, sendo a maioria relacionada a 

isolados de C. albicans.  

Nos primeiros trabalhos realizados, estas enzimas foram 

caracterizadas como proteases ácidas, cuja produção foi induzida pela presença de 

queratina no meio de cultivo (NEGI et al., 1984; TSUBOI et al., 1985; TSUBOI et al., 

1989).  Trabalhos subseqüentes classificaram-nas como pertencentes à classe das 

aspartil proteases, e correlacionaram a produção dessas proteases com a virulência, 

as quais facilitam a colonização e, invasão dos tecidos cutâneos para 

estabelecimento da infecção (RAY e PAYNE 1990, SCHAELLER et al., 2000).   

Schaeller e colaboradores (2000) analisaram a expressão de genes 

SAPs por C. albicans em modelo de reconstituição da epiderme. Segundo estes 

autores, as proteases aspárticas (Saps) estão intimamente relacionadas com o 

processo de colonização e infecção cutânea, sendo que as isoenzimas Sap1 e Sap2 

preferencialmente, contribuem para atividade queratinolítica.  

Mais recentemente, Vermelho e colaboradores (2009) identificaram 

uma protease com atividade queratinolítica pertencente à classe das serino 

proteases produzida por um isolado de C. parapsilosis, coletado de resíduos de 

pena. No entanto, como o isolado é de origem ambiental, estudos com isolados 

clínicos são de suma importância para avaliar uma possível correlação entre a 

produção destas proteases e o processo de patogênese.   

O presente trabalho teve como objetivos analisar a produção de 

proteases queratinolíticas por isolados clínicos de C. parapsilosis, coletados de sítios 

anatômicos distintos, e avaliar o perfil de interação dos isolados com substratos 

queratínicos de origem humana.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS  
  
2.1 MATERIAL BIOLÓGICO  
  

Neste estudo foram utilizados três isolados clínicos de C. 

parapsilosis, obtidos de pacientes internados no Hospital Universitário da 

Universidade Estadual de Londrina. Tais isolados foram selecionados com base no 

sítio de isolamento: raspado de lesão de unha da mão (isolado 150.06), secreção 

traqueal (isolado 205.06) e lesão de pele (isolado 220.07), os quais fazem parte da 

coleção de leveduras do Laboratório de Genética e Biologia Molecular de Fungos da 

Universidade Estadual de Londrina.  

A identificação da espécie dos isolados foi realizada pela técnica de 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), com o emprego dos oligonucleotídeos 

iniciadores para o gene URA3 específico para a espécie C. parapsilosis (classificada 

anteriormente como grupo I de C. parapsilosis), o qual possibilita diferenciá-la das 

demais, C. ortopsilosis e C. metapsilosis (grupo II e III de C. parapsilosis, 

respectivamente), conforme descrito por Tavanti e colaboradores (2005).  

 

2.2 MANUTENÇÃO DOS ISOLADOS E MEIOS DE CULTIVO  
 

Os isolados de C. parapsilosis foram mantidos meio Sabouraud 

Dextrose líquido à 8oC, sendo repicados a cada três meses para conservação e 

manutenção da viabilidade celular. Para a análise das atividades enzimáticas foi 

utilizado o Meio de Sais (MS) descrito por El - Naghy e colaboradores (1998) 

modificado, com as seguintes concentrações (g/L): K2HPO4 1,5; MgSO4.7H20  

0,025; CaCl2 0,025; FeSO4 0,015; ZnSO4 0,005 e 1% de glicose, com e sem 

suplementação de substratos queratínicos 0,5% (cabelo - MSC, pele - MSP e unha - 

MSU). Os pHs dos Meios de Sais foram ajustados para 8,0 e 5,0 com tampão fosfato 

pH 8,0 (1M) acrescido como solvente do meio de cultura, e com tampão citrato pH 

5,0 (1M) acrescido em 10% do volume final do meio de cultura.  

 

2.3 OBTENÇÃO E PREPARO DOS SUBSTRATOS QUERATÍNICOS  
  

Os substratos queratínicos (cabelo, pele e unha) foram gentilmente 

cedidos por indivíduos sadios e processados para retirada de restos celulares e 

moléculas indesejáveis, tornando-se apenas fonte de queratina.  
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A pele (estrato córneo) foi processada como descrito por Gradisar e 

colaboradores (2000), com modificações. Primeiramente, as porções de pele foram 

retiradas da região plantar, e mergulhadas em etanol absoluto por 4 dias, com trocas 

diárias do solvente. Posteriormente o solvente foi retirado, as porções de pele foram 

lavadas com água destilada para retirada dos resíduos do etanol, os fragmentos 

foram secos a 50°C por 3 dias, e triturados em presença de nitrogênio liquido até 

obtenção de pó. O material foi novamente seco a 50°C, e por fim autoclavado a 

vapor fluente por 30 minutos, para então ser adicionado aos meios de cultura.  

Os substratos queratínicos obtidos de unha e o cabelo foram 

preparados como descrito por Friedrich e colaboradores (1999), com modificações. 

Inicialmente foi realizada a remoção de lipídeos empregando uma solução de 

clorofórmio-metanol (1:1) durante 4 dias, com trocas do solvente a cada 24 h. 

Posteriormente o solvente foi retirado, os fragmentos de unha e cabelo foram 

lavados com água destilada para retirada de resíduos e secos a 50°C por 3 dias. Em 

seguida, os pedaços de unha foram triturados em nitrogênio líquido até a obtenção 

de pó. O material foi novamente seco a 50°C. O cabelo foi cortado com auxílio de 

tesoura em pedaços menores. Por fim, os dois substratos foram autoclavados a 

vapor fluente por 30 minutos, para então serem adicionados aos meios de culturas.  

 

2.4 CINÉTICA DE CRESCIMENTO  
 

O crescimento dos isolados de C. parapsilosis foi avaliado pelo 

aumento da massa total de células inoculadas em Meio de Sais como descrito no 

item 2.2, na presença e ausência dos substratos queratínicos. Primeiramente foi 

realizado o pré-inóculo, obtido por sincronismo do cultivo (três crescimentos 

consecutivos em meio Sabouraud, por 18 horas, a 37°C, sob agitação de 180 rpm). 

A partir destas culturas, alíquotas de cada isolado foram inoculadas em Meio de Sais 

tamponado com Tampão Citrato (pH 5,0) e com Tampão Fosfato (pH 8,0) na 

concentração final de 104 células/mL. A avaliação do crescimento foi realizada 

diariamente durante 10 dias de incubação a 37°C/180rpm. Alíquotas de 200 µL 

foram retiradas para monitoramento por contagem celular em câmara de Neubauer. 

Os dados foram expressos em log do número de células/mL.  
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2.5 ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE PROTEASES  
  

2.5.1 Obtenção do Sobrenadante de Cultivo  
  

Para a análise da produção de proteases primeiramente foi realizado 

o sincronismo do cultivo descrito como no item 2.4. Os inóculos foram ajustados, e 

adicionados aos de Meio de Sais tamponado com tampão citrato (pH 5,0), e com 

Tampão Fosfato (pH 8,0) na concentração final de 104 células/mL, na ausência e 

presença de substratos queratínicos, e incubados por 10 dias a 37°C/180 rpm. Após 

a incubação, os cultivos foram centrifugados a 4°C/20.000 rpm por 30 minutos. Os 

sobrenadantes foram então separados dos sedimentos celulares e congelados para 

serem utilizados na determinação das atividades queratinolíticas.  

 

2.5.2 Ensaio da Atividade Queratinolítica  
  

A atividade queratinolítica foi determinada como descrito pela 

literatura (BRESSOLIER et al.,1999; GRADISAR et al.,2000; BRAGA-SILVA et al., 

2009), com modificações.  

Os ensaios enzimáticos foram realizados em dois pHs distintos (5,0 

e 8,0) empregando-se dois substratos queratínicos: queratina-azure (0,4mg/mL) 

(Sigma-Aldrich Chimie, St. Quentin Fallavier, France), e o estrato córneo 

(0,4mg/mL). O ensaio enzimático constituiu de 350 µL de cada tampão-substrato: 

tampão citrato 0,1M pH 5,0 e tampão fosfato pH 8,0 e 350 µL dos sobrenadantes de 

cultivo, e incubação por 24h a 37°C/180 rpm. A reação foi interrompida pela adição 

de 250 µL de acido tricloracético (TCA) 0,1M seguido de incubação por 30 min a 

4°C. A mistura de reação foi centrifugada a 10.000 rpm/10 minutos.   

A leitura espectrofotométrica foi realizada em microplacas de 

poliestireno. Para tal, 150 µL dos sobrenadantes de reação foram adicionados a 100 

µL de solução de Coomassie (0.025% Coomassie brilliant blue G-250, 11.75% 

etanol, e 21.25% acido fosfórico). Após 10 minutos, tempo suficiente para a ligação 

do corante aos aminoácidos derivados da quebra protéica, as leituras foram 

realizadas em 595 nm (Asys HiTech UVM 340). Como a queratina-azure é 

proveniente da ligação entre queratina extraída de lã de carneiro com corante azul 

de bromofenol, a etapa acima não foi necessária, os sobrenadantes de reação 
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providos desta fonte de queratina puderam, diretamente, ser lidos em 595 nm (Asys 

HiTech UVM 340).  

O controle foi obtido nas mesmas condições, diferindo na ordem dos 

reagentes, primeiramente, adicionado 350 µL do sobrenadante de reação 

juntamente com 300 µL de TCA, somente após 24 horas de incubação a 37°C foi 

adicionado 350 µL de solução de cada tampão-substrato. Os ensaios foram 

realizados em triplicata, sendo que, em cada ensaio houve duplicata do teste e do 

controle para cada um dos 3 isolados de C. parapsilosis.   

Uma unidade queratinolítica (U), foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para aumentar a absorbância (595) em 0,001 unidades nas 

condições testadas. Os resultados das atividades queratinolíticas foram expressos 

em U/mL.  

  

2.6 ANÁLISE DA INTERAÇÃO DOS ISOLADOS DE CANDIDA PARAPSILOSIS COM OS 

SUBSTRATOS QUERATÍNICOS  

  

Com a finalidade de observar o perfil de interação dos isolados de C. 

parapsilosis com os substratos queratínicos (cabelo, extrato córneo e unha) foi 

empregada a microscopia eletrônica de varredura (MEV).  

Para tal, células/substratos resultantes de cultivos (pH 5,0) de 10 

dias foram fixados com glutaraldeido 2.5% em tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH 

7,2) por 18 horas a 4°C. Posteriormente foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos 

com tampão fosfato 0,1 M (pH 7,2). Em seguida, foi realizada pós-fixação com 

tetróxido de ósmio (OsO4) a 1% em tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH 7,2) por 1 

hora. Os materiais foram novamente lavados com tampão fosfato 0,1 M (pH 7,2) e, 

desidratados por série alcoólica de concentração crescente (etanol 50%, 70%,80%, 

90%, 95% e absoluto). Na sequência, os materiais foram secos ao ponto crítico 

(BALTEC SDC 030 Critical Point Dryer), recobertos com uma camada de ouro 25 nm 

de espessura (BALTEC SCD 050 Sputter Coater), e observados no Microscópio 

Eletrônico de Varredura FEI Quanta 200.  
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2.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  
  

Análises estatísticas foram realizadas empregando-se o teste t de 

Tukey com auxílio do programa SPSS versão 17.0. Valores de P<0,05 foram 

considerados significativos.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
  
3.1 CINÉTICA DE CRESCIMENTO  
  

No presente trabalho foi avaliada a cinética de crescimento dos 

isolados 150.06 (lesão de unha), 220.07 (lesão de pele) e 205.06 (secreção 

traqueal) de C. parapsilosis em MS (meio de sais), MS suplementado com pele 

(MSP), unha (MSU) e cabelo (MSC) em dois pHs (5,0 e 8,0), como descrito no item 

2.4.  

Como observado na Figura 1, os isolados apresentaram cinéticas de 

crescimento similares nos diferentes meios testados, no entanto, o crescimento 

populacional variou em função do pH do cultivo.  

 

 

Figura 1 –  Curva de crescimento dos isolados de Candida parapsilosis em Meio de Sais 
(MS) e MS suplementado com pele (MSP), unha (MSU) e cabelo (MSC). (A) 
isolado 150.06 cultivo pH 5,0; (B) isolado 150.06 cultivo pH 8.0; (C) isolado 
220.07 cultivo pH 5,0; (D) isolado 220.07 cultivo pH 8,0; (E) isolado 205.06 
cultivo pH 5.0; (F) isolado 205.06 cultivo pH 8,0.  
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As maiores densidades celulares foram observadas nos cultivos em 

pH 5,0, para os três isolados, comparativamente ao observado nos cultivos em pH 

8,0 (Figura 1A,C,E). Além disso, nos cultivos em que o pH foi ajustado para 8,0 as 

células apresentaram-se de tamanho reduzido, e predominantemente no formato de 

blastoconídeos (dados não mostrados). Já o cultivo em pH 5,0 as células não 

apresentaram alteração de tamanho e se diferenciaram em pseudo-hifas nos meios 

suplementados com substratos queratínicos (MSP, MSU e MSP). No meio sem 

suplementação (MS) também não foi observada diferenciação em pseudo-hifas 

(dados não mostrados).   

Nos cultivos em pH 5,0 ocorreu diferenças quanto a cinética de 

crescimento em função da fonte de substrato queratínico (Figura 1A,C,E). Em meio 

suplementado com pele (MSP), a qual é constituída de queratina do tipo leve, foi 

observada densidade celular de até 108 células/mL. Em presença de unha e cabelo, 

constituídos de queratina do tipo rígida, a densidade celular foi inferior (107 

células/mL), sendo superior em meio suplementado com unha. Os menores valores 

de densidade celular foram observados em meio sem suplementação (106 

células/mL). Estes resultados demonstram diferenças no crescimento populacional 

dos três isolados analisados em função dos constituintes do meio de cultivo, 

particularmente em função da constituição dos substratos queratínicos.   

Já para os cultivos em pH 8,0, a densidade celular não variou em 

função dos meios de cultivo (MS, MSP, MSU e MSC) a qual foi de 106 células/mL 

(Figura 1B,D,F).   

Esses dados demonstram que o pH do meio de cultivo foi 

determinante para o crescimento populacional e diferenciação morfológica, sendo o 

pH 5,0 ideal para o cultivo dos isolados analisados, nas condições testadas. 

Vermelho e colaboradores (2009) também relataram a ocorrência de maiores taxa 

de crescimento de um isolado ambiental de C. parapsilosis em pH acídico (5,5) em 

presença de pena como substrato queratínico.  

A determinação do pH 5,0 como ótimo para crescimento foi 

confirmada nas primeiras experimentações deste trabalho. Inicialmente, o pH dos 

meios de cultivo foi ajustado para pH 8,0, sem tamponamento, sendo que após 10 

dias de cultivo, havia ocorrido acidificação do meio (pH entre 5,0 e 6,0). Em vista 

disto, as cinéticas de crescimento foram repetidas, com tamponamento dos meios de 

cultivo na faixa de pH desejada como descrito no item 2.4.   
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3.2 ATIVIDADE QUERATINOLÍTICA  
 

A atividade queratinolítica foi analisada a partir dos sobrenadantes 

de cultivos provenientes dos meios MS (meio de sais) e MS suplementado com pele 

(MSP), unha (MSU) e cabelo (MSC) nos pHs 5,0 e 8,0, dos isolados de C. 

parapsilosis 150.06 (lesão de unha), 220.07 (lesão de pele) e 205.06 (secreção 

traqueal). Para os ensaios enzimáticos foram utilizados dois substratos, a queratina 

azure e o estrato córneo, como descrito no item 2.5.2.  

Em todos sobrenadantes avaliados foi detectada atividade 

queratinolítica. Entretanto, os valores das atividades variaram entre os isolados, em 

relação ausência e presença de substratos queratínicos e pH de cultivo (Figura 2). 

 

 

Figura 2 -  Atividade queratinolítica dos isolados 150.06, 220.07 e 205.06, após cultivo em 
meio de sais (MS), e meio de sais acrescido de pele (MSP), unha (MSU) e 
cabelo (MSC). (A) cultivo em pH 5,0 e ensaio com queratina azure; (B) cultivo 
em pH 8,0 e ensaio com queratina azure; (C) cultivo em pH 5,0 e ensaio com 
estrato córneo; (D) cultivo em pH 8,0 ensaio e com estrato córneo. *P<0,05 para 
MS vs demais meios, para cada isolado individualmente; ** P<0,05 para  MSP vs 
demais meios, para cada isolado individualmente.  
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Os menores valores de atividade foram observados em meio MS 

(meio de sais), comparativamente aos dos cultivos suplementados com substratos 

queratínicos, sugerindo a produção de queratinases em níveis basais nesta 

condição de cultivo (Figura 2).   

Considerando as variáveis utilizadas nos experimentos, a produção 

diferencial de proteases com atividade queratinolítica, foi mais expressiva para o 

isolado de lesão de unha (150.06).   

A produção destas proteases, avaliada no substrato queratina azure, 

pelo isolado de unha (150.06) após cultivo em MSU tamponado em pH 5,0 foi 

significativamente superior ao observado em MS (P<0,05) (Figura 2A). Já no meio 

suplementado com pele (MSP) em pH 8,0, a produção destas proteases, avaliada 

em queratina azure, foi significativamente superior ao observado em MS (P<0,05) 

(Figura 2B). Este mesmo perfil de expressão aumentada foi observado em MSP, em 

pH 5,0, avaliada em estrato córneo (P<0,05) (Figura 2C). Um perfil distinto de 

expressão foi observado em cultivos conduzidos em pH 8,0 e atividade avaliada em 

estrato córneo. Nesta condição de cultivo, as maiores atividades queratinolíticas 

foram observadas em meios MSP, comparativamente ao observado em MS, MSU e 

MSC (P<0,05) (Figura 2 D). Estes dados evidenciam que, a indução da produção de 

proteases queratinolíticas no isolado de lesão de unha ocorreu em presença dos 

substratos queratínicos unha e pele. Além disso, sugere-se que esta indução seja 

dependente do pH de cultivo.  

O isolado de lesão de pele (220.07) apresentou um perfil distinto de 

regulação (Figura 2). Diferenças significativas na produção de queratinases, em 

função do meio de cultivo, foram observadas somente quando a atividade 

enzimática foi avaliada em estrato córneo. Nesta condição, a produção destas 

proteases após cultivo em MSP e MSU tamponados em pH 5,0 foi significativamente 

superior ao observado em MS (P<0,05) (Figura 2C). Já a produção destas proteases 

em meios tamponados em pH 8,0, valores significativo de produção foram 

observados em meios MSP e MSC (Figura 2D).   

Estes resultados indicam que a produção de queratinases pelo 

isolado de lesão de pele é induzida pelos três substratos queratínicos presentes no 

meio de cultivo (pele, unha e cabelo), sendo esta produção também dependente do 

pH do meio. Além disso, observa-se que as enzimas produzidas por este isolado não 
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têm afinidade por queratina azure, uma vez que as atividades significativas foram 

detectadas somente quando do emprego de estrato córneo.  

Já o isolado de secreção traqueal (205.06) não apresentou produção 

diferencial de queratinases, independente da presença ou ausência de substrato 

queratínico no meio de cultivo, do pH de cultivo e do substrato empregado na 

avaliação da atividade enzimática (P>0,05) (Figura 2).   

Interessante destacar que a indução da produção de proteases 

queratinolíticas foi observada somente em isolados de infecção (unha e pele), não 

ocorrendo no isolado de colonização (colonização do trato respiratório).   

A Figura 3 mostra a produção diferencial de proteases em função 

dos pHs de cultivo. A atividade queratinolítica, avaliada no substrato queratina azure, 

no cultivo do isolado 150.06 em meio MSP, foi significativamente superior (P<0,05) 

ao do cultivo em pH 8,0 (Figura 3A). Já o meio suplementado com unha (MSU) a 

atividade foi superior no cultivo em pH 5,0 (P<0,05).   
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Figura 3 – Atividade queratinolítica dos isolados 150.06, 220.07 e 205.06, após cultivo em 
meio de sais (MS), e meio de sais acrescido de pele (MSP), unha (MSU) e 
cabelo (MSC), pH 5,0 e 8,0. (A) ensaio enzimático com queratina azure; (B) 
ensaio enzimático com estrato córneo. * Diferença significativa entre os pHs de 
cultivo para determinado isolado e meio de cultivo (P<0,05).  

 

Para o isolado 220.07 os maiores valores de atividade queratinolítica 

(P<0,05), avaliada em ambos substratos, foram observados em cultivos em pH 8,0 

MSP e MSC (Figura 3A,B). Como já mencionado, para o isolado 205.06 o pH de 

cultivo não parece interferir na produção de proteases com atividade queratinolítica.   

Vale ressaltar que embora o pH 8,0 não pareça ser o mais adequado 

para o crescimento nas condições testadas, os cultivos em pH 8,0 resultaram  em 

produção aumentada de proteases queratinolíticas pelos isolados de infecção, em 

determinados meios de cultivo, comparativamente aos cultivos em pH 5,0. Assim 

como observado por De Bernardis e colaboradores (1998), os resultados deste 

trabalho indicam que o pH parece interferir na expressão de genes essenciais para a 

sobrevivência e estabelecimento da infecção.   

O emprego de dois substratos, queratina azure e estrato córneo, 

propiciou a verificação de que queratinases produzidas pelos diferentes isolados, em 

determinadas condições de cultivo, apresentam afinidade distinta por estes 

substratos (Figura 4).  
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Figura 4 –  Atividade queratinolítica dos isolados 150.06, 220.07 e 205.06, após cultivo em 
meio de sais (MS), e meio de sais acrescido de pele (MSP), unha (MSU) e 
cabelo (MSC). Ensaio enzimático com queratina azure e estrato córneo, (A) 
cultivo pH 5,0; (B) cultivo pH 8,0. * Diferença significativa entre os substratos 
queratina azure e estrato córneo para isolado em cada meio de cultivo 
(P<0,05).  

 

Para o isolado de unha (150.06) os maiores valores de atividade 

queratinolítica, no cultivo em MSU, foram obtidos quando do emprego de queratina 

azure (P<0,05) (Figura 4A). Já, os maiores valores de atividade queratinolítica, no 

cultivo em MSP, foram obtidos quando do emprego de estrato córneo (P<0,05) 

(Figura 4A).   

Para o isolado de pele (220.07) os maiores valores de atividade 

queratinolítica foram obtidos quando do emprego de estrato córneo, nos cultivos em 

MSP e MSC em ambos pHs (P<0,05) (Figura 4A e B).  

Estes dados sugerem que as queratinases produzidas em meio 

suplementado com unha sejam mais aptas a degradar queratina do tipo rígida 

(queratina azure), a qual é extraída de lã de carneiro e semelhante à queratina 

presente em cabelo e a unha. Da mesma forma, as queratinases produzidas em 

presença de pele parecem ser mais aptas a degradar queratina presente no estrato 
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córneo (composto por queratina leve). Observa-se ainda que as queratinases 

produzidas pelo isolado de secreção traqueal (colonizante) não apresentaram 

especificidade pelos substratos utilizados nos ensaios enzimáticos.  

Negi e colaboradores (1984) e Ray e Payne (1990), não 

encontraram atividade enzimática sobre queratina do tipo rígida como a do cabelo e 

queratina azure, por enzimas secretadas por isolados de C. albicans. Entretanto, 

estes dados não corroboram com os encontrados neste trabalho, uma vez que, os 

dados aqui apresentados comprovaram ação de proteases queratinolíticas sobre o 

substrato queratina azure.   

Ainda neste estudo, com o objetivo de avaliar o pH ótimo para ação 

das proteases presentes nos sobrenadantes de cultivos, os ensaios enzimáticos 

foram realizados em pHs distintos (5,0 e 8,0). Os resultados demonstraram que para 

a maioria dos sobrenadantes de cultivo avaliados, não houve diferença significativa 

(P>0,05) entre as atividades queratinolíticas nos diferentes pHs empregados para os 

ensaios enzimáticos (dados não mostrados).   

Dados da literatura relativos a proteases com atividade 

queratinolítica produzidas por Candida revelaram que as maiores atividades 

ocorreram em pH acídico (TSUBOI et al., 1985; TSUBOI et al., 1989; RAY e 

PAYNES, 1990, VERMELHO et al., 2009). No presente trabalho, os resultados 

indicam que os as proteases presentes nos sobrenadantes de cultivo, produzidas 

pelos isolados analisados, são ativas tanto em pH ácido (5,0) quanto em pH básico 

(8,0).   

Até o momento não há dados relativos à produção de proteases 

queratinolíticas por isolados clínicos de C. parapsilosis. Vermelho et al. (2009) 

avaliaram a produção de queratinase por um isolado ambiental de C. parapsolosis. 

Neste trabalho a atividade enzimática foi avaliada empregando queratina extraída de 

pena de galinha. Sabe-se que a conformação molecular desta queratina é do tipo β, 

estruturalmente muito diferente da queratina presente em epitélios humanos que tem 

a conformação α. Portanto, apesar da relevância do trabalho realizado por estes 

autores, estudos relativos à produção de proteases queratinolíticas produzidas por 

isolados clínicos são de suma importância para avaliar uma possível correlação 

entre a produção destas proteases e o estabelecimento do processo infeccioso nos 

casos de micoses superficiais causadas por C. parapsilosis.  
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3.3 ANÁLISE DA INTERAÇÃO DOS ISOLADOS DE CANDIDA PARAPSILOSIS COM OS 

SUBSTRATOS QUERATÍNICOS  

  
No presente trabalho foi avaliado o perfil de interação dos isolados 

150.06 (lesão de unha), 220.07 (lesão de pele) e 205.06 (secreção traqueal) com 

substratos queratínicos de origem humana (cabelo, pele e unha), empregando-se 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) como descrito no item 2.6.  

A análise de MEV revelou a ocorrência de adesão celular nos 

diferentes substratos queratínicos (Figuras 5, 6 e 7). A adesão a tecidos epiteliais é o 

primeiro passo para colonização e invasão tecidual, a qual é dependente de 

expressão de moléculas a exemplo das adesinas, as quais viabilizam a interação 

das células de Candida às células dos tecidos adjacentes (SUNDSTROM, 2002). 

Desta forma, pode-se sugerir que o presente trabalho demonstra, in vitro, a 

ocorrência de colonização dos substratos queratínicos pelos isolados clínicos de C. 

parapsilosis, assim como observado por alguns autores para algumas espécies de 

dermatófitos (revisado por RICHARDSON e EDWARD, 2000).  

A colonização de tecidos e apêndices cutâneos é viabilizada por 

espécies de dermartófitos e de Candida devido a algumas condições que favorecem 

o crescimento destes micro-organismos como: estes sítios serem constituídos por 

células mortas, não sofrem forte influência do sistema imune, temperatura e pH (5-

6,7) propícios ao desenvolvimento destes fungos, além de apresentarem algumas 

fontes nutricionais disponíveis (proteínas, lipídeos, carboidratos, etc) (revisado por 

RICHARDSON e EDWARD, 2000).  

A magnitude das eletromicrografias apresentadas referentes a 

interação com os substratos pele e unha (Figura 5 e 6) não possibilitam a 

demonstração do perfil de adesão dos isolados a estes substratos. No entanto, foi 

evidenciado que o isolado de lesão de unha apresentou maior interação celular 

(número de células aderidas) ao substrato unha comparativamente aos demais 

isolados. Da mesma forma, o isolado de lesão de pele apresentou maior interação 

celular ao substrato pele comparativamente aos demais isolados e substratos (dados 

não mostrados).   
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Figura 5 –  Eletromicrografias de varredura dos isolados de C. parapsolosis cultivados 
em Meio de Sais (pH 5,0) suplementado com pele; (A) isolado 150.06; (B) 
isolado  220.07; (C) isolado 205.06, 1- aumento de 3000X; 2- aumento de 
6000X, 3- aumento de 12000X.  

 

 

Figura 6 –  Eletromicrografia de varredura dos isolados de C. parapsilosis cultivados em 
Meio de Sais (pH 5,0) suplementado com unha; (A) isolado 150.06; (B) 
isolado 220.07; (C) isolado 205.06, 1- aumento de 3000X; 2-  aumento de 
6000X.  

 

Em relação as eletromicrografias do cabelo (Figura 7) o córtex da 

estrutura folicular está totalmente evidenciado nas magnitudes demonstradas, 

podendo-se observar a ocorrência de maior número de células aderidas a este 

substrato pelo isolado de lesão de unha (Figura 7A linha1) em relação aos outros 

isolados. Um fato interessante é que as células dos isolados aderiram 
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predominantemente ao córtex do folículo (Figura 7), o qual é o principal componente 

do cabelo, formado por um conjunto de células cilíndricas denominado de matriz, 

local onde fica situada a queratina e outras proteínas e, é envolto por uma camada 

denominada de cutícula, originando assim a estrutura folicular do cabelo (ROBBINS, 

1994). Alguns trabalhos relativos à invasão do folículo capilar por dermatófitos 

demonstram destruição da cutícula para o acesso das células ao córtex do cabelo, 

estabelecendo o processo infeccioso denominado tinea capitis (revisado por 

RICHARDSON e MICHAEL, 2000).  

 

 

Figura 7 –  Eletromicrografia de varredura dos isolados de C. parapsilosis cultivados em 
Meio de Sais (pH 5,0) suplementado com cabelo, (A) isolado 150.06; (B) isolado 
220.07; (C) isolado 205.06; 1- aumento de 3000X; 2- aumento de 6000X.  

 

A diferenciação celular em leveduras do gênero Candida, da forma 

de blastoconídios para formas alongadas como as hifas e pseudo-hifas, está 

associada com melhor adaptação e invasão tecidual. Todos os isolados 

apresentaram variação da morfologia celular, coexistindo simultaneamente as 

formas blastoconidiais e pseudo-hifas. Porém, o isolado de lesão de unha 

apresentou pseudo-hifas apenas no substrato unha (Figura 6A). Já os isolados de 



77 

 

lesão de pele e secreção traqueal apresentaram formação de pseudo-hifas na 

interação com os três substratos queratínicos (Figura 5, 6 e 7B e C).  

Além disso, na interação dos isolados de lesão de pele e unha 

(150.06 e 220.07) com o substrato pele foi observada a presença de matriz 

extracelular (Figura 5 A e B linha 3). Já para o isolado de secreção traqueal (205.06) 

não foi observada matriz em nenhum dos substratos analisados.  
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CONCLUSÕES 
 

 

- Os três isolados de C. parapsilosis apresentaram cinéticas de 

crescimento similares, no entanto, as taxas de crescimento variaram com meio de 

cultivo e pH de cultivo;  

  

- A expressão de proteases ácidas foi induzida pela presença de 

substratos queratínicos por isolados de lesão de pele e unha;  

  

- Os substratos queratínicos e pHs de cultivo regularam de forma 

diferenciada a produção de proteases queratinolíticas por isolados de lesão de pele 

e unha;  

  

- Considerando as variáveis utilizadas nos experimentos, a atividade 

diferencial de proteases com atividade queratinolítica, foi mais expressiva para o 

isolado de lesão de unha;  

  

- As proteases queratinolíticas presentes nos sobrenadantes de 

cultivo dos isolados de pele e unha apresentaram especificidade pelos substratos 

utilizados no ensaio enzimático (queratina azure e estrato córneo);  

   

- Pelo fato do isolado de secreção traqueal ser um colonizador do 

trato respiratório, pode-se postular que este seja o motivo da presença dos 

substratos queratinicos não terem induzido significativamente a produção de 

proteases ácidas e queratinolíticas, as quais também não apresentaram 

especificidade pelos substratos utilizados nos ensaios enzimáticos;   

  

- Independentemente do sítio de isolamento, os três isolados 

analisados apresentaram adesão celular aos substratos queratínicos, simulando o 

processo de colonização de tecido epitelial queratinizado por C. parapsilosis.  
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