Revista Brasileira de Ciéncias da Saide

Volume 26 Numero 3 Paginas 345-358 2022 ISSN 1415-2177

https://doi.org/10.22478/ufpb.2317-6032.2022v26n3.61051

Viabilidade Celular de Espécies do Género Candida na Presenga de
Diferentes Substratos Queratinicos

Cell Viability of Species of the Genus Candida in the Presence
of Different Keratin Substrates

Jamylly Audrey Cordeiro Felix'
Michelle Moreira de Oliveira?
Claudio José dos Santos Junior®
Aryanna Kelly Pinheiro Souza*

RESUMO

Introdug&o: As leveduras do género Candida s&o relatadas pela
literatura especializada como sendo os fungos oportunistas
mais comumente isolados de mucosas em culturas de
individuos normais. Objetivo: Avaliar a viabilidade celular de
espécies de Candida na presenca de diferentes substratos de
queratina. Métodos: Trata-se de estudo do tipo laboratorial-
experimental. A amostra foi composta por fragmentos dos
seguintes dos substratos queratinicos: unhas, crina de cavalo
e penas de frango e de Candida albicans; C. parapsilosis;
C. glabrata; e C. krusei. Para a detecgdo da atividade
queratinofilica foi montado um sistema de camera Umida e na
avaliagdo da viabilidade celular e cinética de crescimento foi
utilizada a contagem em camara de Neubauer. Resultados:
Relacionando a viabilidade celular tendo a unha, crina e pena
como substratos de degradagao, foi possivel observar que a C.
krusei, C. albicans e C. parapsilosis obtiveram caracteristicas
semelhantes, com diminuigdo no crescimento conforme o
tempo. Ja a C. glabrata obteve seu crescimento exponencial
apos as 48h, demonstrando uma evolugéo ao longo do tempo
com viabilidade superior em comparagao as outras espécies ao
fim dos experimentos. Conclusdo: A C. glabrata foi a levedura
que mais conseguiu adaptar-se aos substratos de queratina,
alterando também sua micromorfologia, essa espécie s6 se
desenvolveu totalmente com clamiddsporos expressivos apos
48h, diferentemente das espécies C. krusei, C. albicans e C.
parapsilosis, que em 48h ja se apresentavam desenvolvidas.

DESCRITORES
Candida. Espécies de Candida. Candida albicans. Candida nao-
albicans. Queratina.

ABSTRACT

Introduction: Candida yeasts are reported in the specialized
literature as the opportunistic fungi most commonly isolated
from mucosa in cultures of normal individuals. Objective: To
evaluate the cell viability of Candida species in the presence
of different keratin substrates. Methods: This is a laboratory-
experimental study. The sample consisted of fragments of the
following keratin substrates: nails, horsehair and feathers from
chicken and Candida albicans; C. parapsilosis; C. glabrata;
and C. krusei. For the detection of keratinophilic activity, a wet
camera system was set up and in the evaluation of cell viability
and growth kinetics, Neubauer chamber counting was used.
Results: Relating to cell viability with the nail, mane and feather
as degradation substrates, it was observed that C. krusei,
C. albicans and C. parapsilosis had similar characteristics,
with a decrease in growth over time. C. glabrata obtained its
exponential growth after 48h, demonstrating an evolution over
time with superior viability compared to other species at the end
of the experiments. Conclusion: C. glabrata was the yeast that
best managed to adapt to keratin substrates, also changing
its micromorphology, this species only developed fully with
expressive chlamydospores after 48 hours, unlike the species
C. krusei, C. albicans and C. parapsilosis, which developed
within 48 hours.

DESCRIPTORS
Candida. Candida species. Candida albicans. Candida non-
albicans. Keratin.
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As leveduras do género Candida sao
relatadas pela literatura especializada
como sendo os fungos oportunistas mais
comumente isolados de mucosas em
culturas de individuos normais. Esses micro-
organismos sado considerados, igualmente,
como os agentes de leveduroses mais
prevalentes no grupo das agentes fungicos
gue acometem os seres humanos’2.

Em pacientes imunodeprimidos, esses
oportunistas podem cursar com um quadro
clinico infeccioso conhecido como candidiase
ou candidose, podendo acometer diversos
sitios anatdbmicos do organismo humano.
Entre as infecgdes invasivas, € importante
citar a relevancia clinica dos casos de infeccao
de corrente sanguinea, progressao conhecida
como candidemia?®,

A espécie C. albicans € a mais
frequente, responsavel por 50 a 70% de todas
as infecgdes invasivas por este patdogeno*s.
No entanto, espécies nao-albicans como C.
glabrata, C. krusei, e C. tropicalis passaram
a ser responsaveis por parte significativa
da candidose clinica e dos quadros de
infecgdes invasivas e, por tal motivo, ganharam
importante atengéo das areas de microbiologia
aplicada, clinica médica e infectologia®’.

Uma variedade de estudos aponta
mudancas no perfil epidemiolégico das
infeccdes causadas por Candida sp.%®.
Além da C. albicans, as espécies nao-
albicans tém ocorrido em alta frequéncia nos
servigcos médicos que tratam do diagndstico
e da terapéutica de infecgbes oportunistas.

Estas ultimas apresentam caracteristicas

particulares de infecgdo, suscetibilidade e
expressao de fatores de viruléncia, sendo de
importancia o estudo da patogenia causada
por cada uma delas®.

Adespeito da maior frequéncia dessas
infeccdes acometendo os individuos, sao
poucos 0S micro-organismos capazes de
desenvolver micose de pele e de unha. Este
fato é decorrente das estruturas epidérmicas
queratinizadas presentes na pele, que
conferem resisténcia e protecdo em defesa
aos patégenos. As espécies de Candida e os
fungos dedermatofitos estdo entre os poucos
patdgenos capazes de causarem infecgdes
nestes sitios™.

Apesar da capacidade acometer tais
regides, na literatura médica ha escassez de
estudos que relatem a atividade queratinofilica
de espécies de Candida, ou seja, a capacidade,
por tais agentes, do consumo da queratina e
da produgédo da enzima do tipo queratinase.
Por ndo possuirem tal capacidade, essas
leveduras s&o consideradas, por uma parcela
de profissionais médicos, como parte da
microbiota normal do individuo.

Esse estudo teve como objetivo
avaliar a viabilidade celular de espécies de
Candida na presenca de diferentes substratos
queratinicos. Trata-se de trabalho que
apresenta relevancia clinico-epidemiolégica
tendo em vista uma maior frequéncia clinica
na identificacdo das espécies do género
Candida nos servigos de saude e que ha
grande interesse nos possiveis fatores
envolvidos durante a interagao levedura-célula

hospedeira.
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METODOS

Trata-se de estudo do tipo laboratorial-
experimental realizado no Laboratério de
Micologia Clinica do Campus | do Centro
Universitario CESMAC em Maceid-AL.
Procedimentos preliminares

A amostra foi composta por fragmentos
dos seguintes dos substratos queratinicos:
(a) unhas sadias cedidas pelo Laboratério de
Micologia Clinica do Cesmac, armazenadas
no naquele laboratério para fins de ensino
e pesquisa, e que eram provenientes de
individuos sadios, sem histérico de infecgbes
atual ou pregressa de alteragdes ungueais;
(b) penas de galinha cedidas pela empresa
Avicola Nossa Senhora de Lourdes; e (c)
crinas de cavalo doadas pelo Batalhdo de

Cavalaria da Policia Militar de Alagoas. Estes
materiais foram lavados e deixados imersos
por 24 horas em solugéo contendo hipoclorito
de sodio 10% para remogao de impurezas e,
em seguida, aquecidos em estufa a 100°C por
20 minutos; fragmentados; acondicionados em
tubos de Epperdorf; e autoclavados a 121°C
por 15 minutos. Foi realizado, por ultimo,
o controle de esterilizagao e fragmentos
dos substratos foram inoculados em placas
contendo Agar Sabouraud e Agar Mueller
Hinton incubadas a 37°C por 48 horas. Nao
havendo crescimento de microrganismos, 0s
substratos foram utilizados para realizacao
dos testes experimentais.

Avaliacao da atividade queratinofilica

Nas analises, foram utilizadas quatro

Figura 1. Laminas dos fragmentos de unha, pena e crina apos 48 horas para confirmagao

da aderéncia das espécies de Candida e degradagao do substrato.

R bras ci Saude 26(3):346-358, 2022

347



FELIX et al.

Figura 2. Viabilidade celular das espécies de Candida na presenga dos substratos

queratinicos em 48, 96, 144 e 192 horas de experimento.
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Legenda: A — Candida krusei; B — Candida albicans; C — Candida parapsilosis; D — Candida glabrata.

amostras de diferentes espécies de Candida
provenientes da identificacdo da Colecao
de Culturas—URM/UFPE (Candida albicans
URM5689; C. parapsilosis URM5583; C.
glabrata URM5594; C. krusei URM1059).
Para a deteccéo da atividade queratinofilica
foi montado um sistema de camera Umida
utilizando placas de Petri de vidro de 90 x 15
mm. No interior destas placas foi colocado
um papel filtro no tamanho do fundo da
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placa e acondicionado sobre o papel uma
placa de Kline de 12 escavagbes. Foram
montados quatro sistemas de camera Uumida
empacotados um a um em papel manilha e
esterilizados em autoclave a 121°C durante
15 minutos. Apds, as placas foram incubadas
em estufa de secagem a 100°C durante 20
minutos.

Para cada espécie de Candida foi
usada uma placa de Kline, cada qual com

R bras ci Saude 26(3):346-358, 2022
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colunas de trés escavacoes por horario, cada
escavagao contendo um tipo de substrato
diferente. Foram transferidos cinco fragmentos
de unha, crina e pena para cada escavacao.
Em seguida, foram preparadas quatro
suspensdes de 2 mL de solugdo salina
esterilizada e cada espécie de Candida foi
isolada e comparada com o tubo 0,5 da

escala de McFarland que corresponde a
1,5x108 UFC/mL. Apods este procedimento,
foram adicionados 0,5mL desta suspensao
fungica em cada poc¢o que se encontrava cada
substrato separadamente.

Em intervalos de dois dias, durante
oito dias, um fragmento de cada substrato foi
retirado, colocado sobre uma lamina, corado

Figura 3. Micromorfologia da C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. glabrata em Agar

Fuba as 48 horas de experimento.

Legenda: A — Candida albicans em Agar fuba em 48h com presenca de pseudohifa e clamidésporos

terminais. B — Candida krusei em Agar fuba em 48h com presenga de pseudohifa alongada e

clamidésporos. C — Candida parapsilosis em Agar fuba em 48h com presenca de pseudohifas

gigantes e clamidésporos. D — Candida glabrata em Agar fuba em 192h apresentando grande

quantidade de clamidésporos.
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Figura 4. Média de células viaveis das espécies de Candida na presenca dos substratos

queratinicos no Ensaio.
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com azul de metileno, com suporte de uma
laminula, e observado em microscopio a
fim de verificar o comprometimento de cada
substrato e aderéncia quanto a colonizacao
(Figura 1).

Outro fragmento de cada substrato
foi semeado em Agar Sabouraud, sem
antibidtico, contido em placas de Petri, a fim
de se obter o controle positivo, comprovando
assim a aderéncia da Candida ao substrato.
Apds 24 horas o fragmento foi retirado do
controle positivo e inoculado em sistema de
microcultivo em Agar fuba para avaliagdo da
sua micromorfologia frente aos substratos
presentes no meio. Ao término de cada dia,
os fragmentos foram hidratados com solugéo

Candida
parapsiloses

Espécies
Condida
glabrata

salina estéril, para manter umida e evitar o

ressecamento e morte das espécies.

Viabilidade celular e cinética de crescimento

Nesta etapa foi utilizada a contagem
em camara de Neubauer através dos
seguintes procedimentos: em um tubo de
vidro foram misturadas, com o auxilio de
uma pipeta automatica, 0,1mL da suspensao
presente no pogo que se desejava contar e
0,1mL da solucao de azul de metileno. Apos
a homogeneizagao, foram retirados com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur uma pequena
quantidade capaz de sobrenadar o quadrante
presente na camara Neubauer, colocada

R bras ci Saude 26(3):346-358, 2022
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Figura 5. Microscopia de cada substrato queratinico frente a C. krusei.

Legenda: A - Fragmento de pena no tempo de 48h com adeséo de C. krusei; B — Fragmento de

unha no tempo de 48h com C. krusei invadindo as laminas ungueais; C — Fragmento de crina no

tempo de 144h com C. krusei dentre as camadas; D — Fragmento de unha no tempo de 144h com C.

krusei invadindo as laminas ungueais.

entre a lamina e a laminula. As células sem
capacidade de reproducido tomaram a cor
azul acentuado — referente ao corante, ao
contrario das células com maior atividade
metabdlica e capacidade de reproducao, que
permaneceram incolores. Para avaliacao
da cinética de crescimento foi realizada o
acompanhamento no intervalo de 48h durante
10 dias de incubacéao a 37°C. O valor celular
por mL foi obtido através da equagdo: N = (N,
/ Q) x D x 1000, onde: N — nimero de células
por mL; N_—numero total de células contadas;

Q —numero de quadrantes contados; D —fator
de diluicao utilizado.

RESULTADOS

Foi possivel observar que, relacionando
a viabilidade celular das espécies de Candida,
tendo a unha, a crina e pena como substratos
de degradacéao, a C. krusei, C. albicans e
C. parapsilosis obtiveram caracteristicas
semelhantes, com redugédo no crescimento.
Ja a C. glabrata obteve aumento no seu

R bras ci Saude 26(3):346-358, 2022
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Figura 6. Microscopia de cada substrato queratinico frente a C. albicans.

Legenda: A — Fragmento de unha no tempo de 48h com C. albicans invadindo as laminas ungueais;

B - Fragmento de pena no tempo de 96h com C. albicans aderida; C — Fragmento de crina no tempo

de 144h com C. albicans invadindo as camadas; D — Fragmento de pena no tempo de 192h com C.

albicans aderida.

crescimento nas mesmas condicdes. Esses
resultados estao evidenciados nos graficos da
Figura 2 e na avaliacdo da micromorfoldgica
(Figura 3).

Na avaliacdo da micromorfologia
das espécies, a C. albicans, a C. krusei
e a C. parapsilosis apresentaram maior
desenvolvimento nos fragmentos as 48
horas. Em contraste, a C. glabrata ao
percorrer esse mesmo tempo da pesquisa,
apresentou apenas diferenca na quantidade
de clamidésporos.
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A Figura 4 mostra a média aritmética
do numero de células viaveis das espécies
de Candida estudadas no tempo predito do
experimento. A C. albicans obteve média
de 1931, 677 e 1899 células viaveis nos
substratos de unha, crina e pena, nessa
ordem. A C. krusei teve média 1726, 401,
1423, a C. parapsilosis de 1245, 592 e
497 e a C. glabrata com 1130, 561 e 342,
respectivamente.

As espécies de Candida apresentaram
diferentes comportamentos frente aos

R bras ci Saude 26(3):346-358, 2022
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Figura 7. Microscopia de cada substrato queratinico frente a C. parapsilosis.

Legenda: A — Fragmento de crina no tempo de 96h, com C. parapsilosis dentre as camadas; B —

Fragmento de unha no tempo de 96h com C. parapsilosis invadindo as ldminas ungueais.

substratos queratinicos. Na pena de galinha
houve apenas uma aderéncia na raque.
Na unha e crina de cavalo as espécies
conseguiram invadir o substrato. Esses
achados estao ilustrados nas Figuras 5, 6,
7e8.

DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliamos a viabilidade
celular de espécies de Candida na presenca
de diferentes substratos queratinicos. A
queratina € uma macromolécula com fungao
estrutural e de protegao, sendo a principal
constituinte de unhas, chifres, cabelo, cascos,

14, penas, pele e outras estruturas epidérmicas
de muitos passaros, mamiferos, répteis e
anfibios''2, Essa proteina apresenta alta
estabilidade mecénica devido a composicao e
configuracdo molecular dos seus aminoacidos
que causam rigidez estrutural. A estrutura
estavel e rigida e a baixa solubilidade
devem-se a presenca de alto teor de cistina,
formando pontes de dissulfeto intracadeia
e intercadeia’™. A estrutura da queratina é
dividida em rigida e leve de acordo com o teor
de cisteina, que é o produto da cistina. Ado tipo
rigida contém muitos residuos, sendo deste
grupo penas, pelos, crina e unhas'. A leve
apresenta poucos residuos na constituicao e &

R bras ci Saude 26(3):346-358, 2022
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Figura 8. Microscopia de cada substrato queratinico frente a C. glabrata.
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Legenda: A — Fragmento de pena no tempo de 48h com C. glabrata aderida; B — Fragmento de pena

no tempo de 96h com C. glabrata aderida.

encontrada na pele''5. Materiais queratinosos
sdo insoluveis e resistentes a degradagéao por
enzimas proteoliticas como tripsina, pepsina
e papaina'® .

Espécies de Candida tem a
habilidade de produzir enzimas hidroliticas
extracelulares®'®'°. Ao mesmo tempo, sabe-
se que a procura por micro-organimos
produtores de queratinase tem sido uma
constante, uma vez que essa enzima possuli
um grande espectro de aplicagao. Alguns
micro-organismos apresentam producéao
constitutiva de queratinase, como a Candida
albicans?*?'. As queratinases sdo enzimas

proteoliticas que demonstram a capacidade

354

de degradar substratos queratinoliticos.
Sao, ademais, importantes por hidrolisarem
cabelo, penas, colagenos e desobstruirem
sistemas de esgoto durante o tratamento
de aguas residuais??. Estas enzimas tém se
tornado de grande importancia nos ultimos
anos, apresentando aplicagdes potenciais na
degradacao de substratos ricos em queratina
como bioprodutos gerados principalmente
por processos da agroindustria, como por
exemplo, as penas de galinha descartadas pela
industria avicola. Também sao aplicadas nas
industrias de alimentos, téxteis, de couro, na
medicina, em cosmeéticos e no processamento
industrial de aves domésticas'®. Dentre

R bras ci Saude 26(3):346-358, 2022
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os fatores predisponentes das infecgoes
humanas por espécies do género Candida,
destaca-se a importancia das peptidases,
cujo papel fisiolégico durante a interacao
microrganismo-célula hospedeira pode ser
a degradacao de mucosas, facilitando a
invasdo do patégeno, hidrélise de proteinas
do hospedeiro com fins nutricionais e a
degradacdo de proteinas envolvidas no
sistema de defesa do hospedeiro™®.

Neste estudo, identificamos que,
quando comparado o numero de células
viaveis com relagéo ao tempo de experimento,
foi possivel observar que a C. krusei entre 48
e 96 horas obteve uma reducgao relevante do
numero de células fungicas, e que entre 144
e 192 horas a essa diferenca foi menor. Para
a C. albicans houve uma importante reducao
no primeiro intervalo, assim como entre as
144 e 192 horas. No caso da C. parapsilosis,
a diferencga na reducao foi menos significativa
no primeiro lapso temporal, tornando-se mais
importante no decorrer da pesquisa. Ambas as
trés espécies tiveram uma maior adaptacao no
primeiro tempo do experimento, porém com
tentativa de manter-se em desenvolvimento,
resultado este demonstrado pela menor
reducdo do numero de células fungicas viaveis
ao longo do experimento.

A C. glabrata, quarta espécie,
seguiu caminho oposto as outras trés,
tendo crescimento ao invés de decréscimo
apos as 48 horas e ao longo do decorrer
do experimento. Esse achado pode ser
expressao de uma espécie que se adaptou
ao meio fornecido com provavel adaptacao

nas horas iniciais do ensaio, seguido com
desenvolvimento de forma sua estrutura
morfolégica no decorrer do estudo. Esta
diferenca na cinética de crescimento refletiu
também no microcultivo em Agar Fuba, em
que as espécies C. albicans, C. krusei e C.
parapsilosis tiveram maior desenvolvimento
decorridas 48 horas dos ensaios, em oposi¢cao
a C. glabrata.

Nessa analise, com base na média
de células fungicas viaveis, mesmo com a C.
glabrata se adaptando melhor ao substrato, a
espécie de maior viabilidade foi a C. albicans
com média de 1931, 677 e 1899 de células
viaveis nos substratos de unha, crina e
pena, respectivamente, confirmando assim
0 que a literatura médica relata sobre a C.
albicans ser a espécie de maior frequéncia
em infec¢des e na colonizagdo humana*®. A
C. krusei teve média 1726, 401, 1423, a C.
parapsilosis com 1245, 592 e 497, de células
viaveis nos substratos de unha, crina e pena,
respectivamente. A adaptacao da C. glabrata
aos substratos foi ao longo do tempo de
experimento tendo menores médias de células
viaveis com 1130, 561 e 342 nos substratos de
unha, crina e pena, respectivamente.

Espécies de Candida nao-albicans
apresentam aderéncia e propriedades
hidrofébicas significativamente superiores a
C. albicans®. As razdes para emergéncia das
espécies nao-albicans ndo sdo completamente
entendidas, mas sabe-se que algumas
condicbes podem aumentar o risco de
desenvolvimento de candidemia por estas
espécies?*?-31 Atualmente, diversos estudos

R bras ci Saude 26(3):346-358, 2022
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apontam mudangas epidemioldgicas das
infeccbes causadas por Candida spp. com
expressivo aumento de espécies de Candida
nao-albicans*’.

Como foi possivel observar, as
espécies de Candida testadas obtiveram
comportamentos diferentes nos substratos
fornecidos. Na pena houve apenas uma
aderéncia na raque, que corresponde a parte
central da estrutura da pena que contem
queratina de maior rigidez dificultando a
penetracdo das espécies. Ja na unha e
crina as espeécies conseguiram invadir o
substrato devido a sua estrutura de Iamina e
escama que facilitam a invasao das espécies
a procura de queratina. Relacionando a
invasao ou aderéncia com a média de células
viaveis, identificamos que quanto mais
células presentes na contagem pela camara
de Neubauer mais células foram estiveram

presentes na lamina do substrato.
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