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APRESENTAÇÃO

O e-book “Princípios Físico-Químicos em Farmácia” é uma obra composta por 
16 capítulos onde foram abordados trabalhos, pesquisas e revisões de literatura 
acerca de diferentes aspectos da aplicação de propriedades físico químicas de 
produtos e atividades farmacêuticas.

O objetivo principal desta publicação foi dar visibilidade a estudos desenvolvidos 
em diversas Instituições de Ensino Superior e Pesquisa do Brasil, com o foco voltado 
aos processos físico químicos no desenvolvimento de metodologias inovadoras, 
qualidade, validação, análise de plantas medicinais do país, suas moléculas ativas, 
entre outros.

A riqueza da diversidade de plantas brasileiras e suas análises tornam-se um 
atrativo à parte neste livro, onde espécies como a Morus nigra, Helianthus annuus, 
Platonia insignis Mart, Theobroma cacao L., Theobroma grandiflorum, Astrocaryum 
murumuru Mart e óleos essenciais são mostrados e enaltecem os conhecimentos 
regionais.    

Assim, diversos assuntos foram discutidos e aprofundados nos capítulos deste 
e-book, com a finalidade de divulgar o conhecimento científico aos pesquisadores 
nacionais com o respaldo e incentivo da Editora Atena, cujo empenho para a 
divulgação científica torna-se cada vez mais notável.

 
Amanda Natalina de Faria
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AVALIAÇÃO IN VITRO DA ATIVIDADE DA 
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RESUMO: Dentre os fatores de virulência 
produzidos por leveduras do gênero Candida 
destaca-se a enzima fosfolipase que tem sido 
amplamente estudada, exercendo importante 
papel na patogênese da candidúria. O 
objetivo do presente trabalho foi determinar 
a atividade enzimática da fosfolipase em 92 
cepas de Candida spp isoladas de pacientes 
com candidúria internados no Hospital Santa 
Tereza no município de Guarapuava – PR no 
período de 2014 - 2016. A atividade da enzima 
foi mensurada como fortementente positiva, 
positiva e negativa. A análise taxonômica 
mostrou que 52 (56,53%) dos isolados foram C. 
albicans, 26 (28,26%) C. glabrata, 11 (11,96%) 
C. tropicalis, 2 (2,17%) C. guillermondii e 1 
(1,08%) C. krusei. Nossos resultados mostraram 
que 52,18% dos isolados apresentaram alguma 
atividade para a enzima fosfolipase. Destes, 79% 
foram observados em C. albicans e 21% não-
albicans. Entretanto apresentaram atividade 
fortemente positiva 22,83% dos isolados, com 
valor médio de (Pz=0,55), sendo 15,22% para 
C. albicans e 7,61% não-albicans. Com relação 
atividade positiva da enzima fosfolipase foram 
observados em 29,35% dos isolados, sendo 
26,09% em C. albicans e 3,26% em isolados 
não-albicans. Entretanto não apresentaram 
atividade para a enzima fosfolipase 47,82% dos 
isolados, sendo 15,22% C. albicans e 32,61% 
não-albicans. Nossos resultados mostraram 
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que C. albicans foi a espécie mais frequentemente isolada. A atividade da enzima 
fosfolipase foi observada em boa parte dos isolados sendo C. albicans à espécie com 
maior atividade enzimática.
PALAVRAS-CHAVE: Candidúria, Fosfolipase, Virulência

IN VITRO EVALUATION OF PHOSPHOLIPASE ACTIVITY IN ISOLATES OF 

CANDIDURIA IN HOSPITAL OF SOUTH-CENTER PARANÁ

ABSTRACT: Among the virulence factors produced by yeasts of the Candida genus, 
the phospholipase enzyme has been extensively studied, and plays an important role 
in the pathogenesis of candiduria. The objective of the present study was to determine 
the enzymatic activity of phospholipase in 92 strains of Candida spp isolated from 
patients with candiduria hospitalized at Santa Tereza Hospital in the city of Guarapuava 
- PR in the period of 2014 - 2016. The activity of the enzyme was measured as 
positively positive and negative. The taxonomic analysis showed that 52 (56.53%) of 
the isolates were C. albicans, 26 (28.26%) C. glabrata, 11 (11.96%) C. tropicalis, 2 
(2.17%) C. guillermondii and 1 (1.08%) C. krusei. Our results showed that 52.18% of 
the isolates showed some activity for the phospholipase enzyme. Of these, 79% were 
observed in C. albicans and 21% non-albicans. However, 21.74% of the isolates had 
a mean positive activity (Pz = 0.55), 15.22% for C. albicans and 7.61% non-albicans. 
Positive activity of the phospholipase enzyme was observed in 29.35% of the isolates, 
with 26.09% in C. albicans and 7.61% in non-albicans isolates. However, there were 
no activity for the phospholipase enzyme, 47.82% of the isolates, being 15.22% C. 
albicans and 32.61% non-albicans. Our results showed that C. albicans was the most 
frequently isolated species. The activity of the phospholipase enzyme was observed in 
most of the isolates being C. albicans to the species with the highest enzymatic activity.
KEYWORDS: Candiduria, Phospholipase, Virulence

1 | 	INTRODUÇÃO

A importância clínica das infecções causadas por fungos aumentou de modo 
substancial nas últimas décadas, representando uma das principais causas de morte 
principalmente em pacientes hospitalizados com sistema imunológico deprimido 
(MCNEIL et al., 2001; GARBEE, et al., 2017). Estima-se que mais de 1,7 bilhão de 
pessoas no mundo todo sejam acometidas com algum tipo de infecção fúngica e 
em torno 1,5 milhões de mortes anuais ocorram principalmente devido as infecções 
fúngicas invasivas (HAVLICKOVA et al., 2008; BROWN et al., 2012). Além disso essas 
patologias podem apresentar grande dificuldade de diagnóstico e estão associadas 
a altos índices de mortalidade o que piora o cenário dessas infecções (BROWN et 
al., 2012; SANGUINETTI et al., 2019).

Dentre os tipos de infecções fúngicas podemos destacar a candidúria que é 
uma infecção fúngica causada por espécies do gênero Candida. O termo candidúria 
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permanece bastante controverso pois sua interpretação pode refletir uma série de 
possibilidades clínicas, incluindo colonização, infecção urinária ou doença sistêmica 
por Candida spp (COLOMBO; GUIMARAES, 2007). Essa patologia é rara em 
pacientes saudáveis, mas relativamente frequente em pacientes hospitalizados, 
principalmente em pacientes em unidade de terapia intensiva (UTI) (KAUFFMAN et 
al., 2000; DA SILVA et al., 2007; BUKHARY, 2008; HE et al., 2019).

Estas infecções são consideradas como uma das principais causas de morbidade 
em pacientes hospitalizados. Dentre os agentes causadores dessas infecções 
podemos destacar os germes bacterianos, contudo leveduras do gênero Candida 
spp tem apresentado relevância no cenário epidemiológico (SOBEL; LUNDSTROM, 
2001; KSYCKI; NAMIAS, 2009).

Considerando que nos últimos anos têm-se observado um aumento de infecções 
causadas por estas leveduras, principalmente em pacientes imunocomprometidos, 
o estudo dos fatores de virulência tem importância multifatorial, uma vez que podem 
estar associados com a evolução e gravidade da infecção (GROLL; LUMB, 2012; 
WACHTLER et al., 2012; IRFAN et al., 2017). Sem dúvida a patogenicidade destas 
infecções está intimamente relacionada à expressão dos fatores de virulência, dentre 
eles, a liberação de enzimas extracelulares como a fosfolipase. Essa enzima apresenta 
grande importância no processo infeccioso, pois acredita-se que atue facilitando o 
poder invasor do microrganismo, interferindo no metabolismo celular levando a lise 
de fosfolipídios na membrana celular do hospedeiro (GHANNOUM, 2000; YING; 
CHUNYANG, 2012; FATAHINIA et al., 2017;DABIRI et al., 2018).

Diante do exposto o presente trabalho teve por objetivo analisar a atividade 
enzimática da fosfolipase em isolados de candidúria a fim de verificar a capacidade 
patogênica dessas leveduras neste sítio de isolamento.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

Leveduras Isoladas

Foram estudadas 92 cepas de Candida spp isoladas de pacientes com sintomas 
de infecção urinária internados no Hospital Santa Tereza de Guarapuava, Paraná, 
durante o período de 2014 a 2016. As cepas foram mantidas criopreservadas no 
Laboratório de Micologia Clínica e Pesquisa de Fungos Patogênicos da Universidade 
Estadual do Centro-Oeste até análise dos dados. O projeto foi aprovado pelo COMEP 
da UNICENTRO Parecer número 608.947.
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Taxonomia das leveduras Isoladas

Realizou-se a taxonomia das amostras em processo de criopreservação a 
partir de repique em ágar Sabouraud Dextrose (ASD) com crescimento de 48-72 
horas a 37º C. Na sequência, as leveduras isoladas foram estudadas quanto às suas 
características macroscópicas e microscópicas, reprodutivas e fisiológicas, como 
teste do tubo germinativo, microcultivo e auxanograma a partir do exame direto da 
colônia,  de acordo com os métodos preconizados por Kurtzman (MACKENZIE, 
1962; FREYDIERE; GUINET, 1997; KURTZMAN et al., 2011).

Determinação da atividade enzimática da fosfolipase (PRICE et al.,1982, 

WILLIAMSON et al., 1986)

Meio ágar-fosfolipase
Peptona (Difco)..................................................................10,0 g
Glicose (Synth)..................................................................20,0 g
Cloreto de sódio (Reagen).................................................57,3 g
Cloreto de cálcio (Reagen)................................................0,55 g
Ágar (Difco).......................................................................20,0 g
Água destilada.............................................................1000,0 mL

Emulsão da gema de ovo a 50%
Gema de ovo....................................................................80,0 g
Solução fisiológica..........................................................80,0 mL

Após aquecimento para dissolução dos ingredientes, o meio foi esterilizado em 
autoclave a 120° C por 15 minutos. Depois resfriado a 50° C e adicionado ao mesmo 
160,0 mL de emulsão de ovo a 50% (80g de gema de ovo homogeneizada com 80,0 
mL de solução fisiológica estéril, em frascos com pérolas de vidro estéreis) o meio 
foi distribuído em placas de Petri estéreis.

Leitura do teste

As amostras foram repicadas com alça de platina em pontos equidistantes no 
meio de ágar-fofolipase, tendo no centro o controle positivo. As placas contendo 
quatro inóculos de diferentes cultivos permaneceram incubadas a 37°C, durante 
quatro dias. A presença da enzima foi observada pela formação de uma zona opaca 
ao redor da colônia da levedura (precipitação de cálcio), e a atividade enzimática 
foi medida de acordo com a técnica de PRICE et al (1982) através de um valor PZ 
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conforme a Tabela (01).

PZ Atividade Enzimática

=1,0 Negativa

= 0,64< 1,0 Positiva

< 0,64 Fortemente Positiva

Tabela 01- Atividade enzimática conforme o Pz

Análise estatística dos resultados

A análise estatística foi realizada utilizando o software Graph-Pad Prism versão 
6.0, os dados foram analisados pela média entre os valores das duplicadas obtidas 
entre as cepas no teste de fosfolipase.  A análise estatística entre as amostras com 
resultado fortemente positivas, positivas e negativas foram analisados por ANOVA 
one way. Os resultados encontram-se como média ± desvio padrão da média e a 
associação estatística foi considerada para p < 0,05 como significante.

3 | 	RESULTADOS 

Das 92 leveduras isoladas de pacientes com candidúria internados no hospital, 
foram identificadas as seguintes espécies; 56,53% (n=52) de C. albicans; 28,26% 
(n=26) C. glabrata; 11,96% (n=11) C. tropicalis; 2,17% (n=2) C. guillermondii e 1,08% 
(n=1) C. krusei (Figura 02).

%

C . a
lb

ic
a n s

C . g
la

b ra
ta

C . t
ro

p ic
a lis

C . g
u ill

e rm
o n d ii

C . k
ru

s e i 
0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

Figura 01- Distribuição das espécies de Candida sp isoladas de pacientes com candidúria em 
Hospital do município de Guarapuava-PR (2014-2016)
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Com relação a expressão da atividade enzimática da fosfolipase em isolados de 
candidúria, observamos que foi detectada em 52,18% (n=48) das 92 cepas estudas. 
A atividade da enzima é mostrada na Figura 03. Apresentaram atividade fortemente 
positiva 22,83% dos isolados, com valor médio de Pz=0,55 ± 0,09 (0,21 - 0,64), 
sendo 15,22% para C. albicans e 7,61% não-albicans. 

Com relação a atividade positiva da enzima fosfolipase foram observados em 
29,35% do total dos isolados, sendo 26,09% em C. albicans e 3,26% em isolados 
não-albicans sendo a média do Pz foi 0,80 ± 0,9 (0,70 - 0,89). Observamos que 
houve diferença significativa entre os grupos (p < 0,0001) conforme (Figura 04).

Nossos resultados indicaram que a maioria dos isolados de C. albicans 79% 
(n=38/52) apresentaram alguma atividade para a enzima fosfolipase. Já isolados 
não-albicans apresentaram apenas 21% (10/40) de alguma atividade para a enzima. 

Analisando as espécies não-albicans observamos que houve alguma atividade 
enzimática em 45% (5/11) de C. tropicalis, 50% (1/2) de C. guillermondii, 15,3% 
(4/26) de C. glabrata. Diferenças significativas foram observadas entre as diversas 
atividades da enzima fosfolipase em C. albicans e C. tropicalis p < 0,0001 (Tabela 
02).

Candida spp. Fortemente    
Positiva                  Valor de PZ Positiva Valor de PZ Negativa                               Valor de PZ Valor de 

p
N (%) M DP N (%) M DP N (%) M DP

C. albicans 14 (15,22) 0,57 0,05 24 (26,09) 0,79 0,06 14 (15,22) 1 0,00 < 0,0001

C. glabrata 3 (3,26) 0,60 0,05 1 (1,09) 0,84 * 22 (23,91) 1 0,00 -

C. guillemondii 1 (1,09) 0,60 * 0 (0,00) 0,00 0,00 1 (1,09) 1 0,00 -

C. tropicalis 3 (3,26) 0,41 0,17 2 (2,17) 0,76 0,06 6 (6,52) 1 0,00 < 0,0001

C. krusei 0 (0,00) 0,00 0,00 0 (0,00) 0,00 0,00 1 (1,09) 1 0,00 -

Total 21 (22,83%) 0,55 0,09 27 (29,35%) 0,80 0,06 44 (9,6%) 1 0,00 -

Tabela 02- Atividade da enzima fosfolipase em isolados de candidúria

M- média; DP- desvio padrão; *não se aplica.
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Figura 02- Determinação da atividade da enzima fosfolipase em isolados de candidúria.

Figura 03- Valor médio de PZ entre as espécies de Candida sp. isoladas de pacientes com 
candidúria.

4 | 	DISCUSSÃO

A importância clínica das infecções causadas por fungos aumentou de modo 
substancial nas últimas décadas, com destaque para as infecções nosocomiais, 
sendo o trato urinário uma das regiões mais afetadas (SINGLA et al., 2012; HE et 
al., 2019). Além disso, casos de candidúria tem sido cada vez mais observados, 
embora a significado da presença da Candida na urina ainda seja bastante discutido 
e controverso (CARVALHO et al., 2001; BUKHARY, 2008; ACHKAR; FRIES, 2010).

A candidúria é uma infecção bastante preocupante principalmente em pacientes 
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hospitalizados, imunocomprometidos, com uso de cateteres vesicais, em UTIs, 
tratamento prolongado com antibióticos de amplo espectro e diabéticos nos quais 
se tem observado incidência crescente, daí a necessidade de compreender seus 
mecanismos de patogenicidade (YASHAVANTH et al. 2013; GARDNER et al., 2014; 
SOHAIL et al., 2015; ALFOUZAN; DHAR, 2017). 

Um dos fatores de virulência que apresenta destaque na patogenicidade da 
Candida é a fosfolipase uma enzima hidrolítica capaz de degradar fosfolipídeos dos 
tecidos do hospedeiro (NIEWERTH; KORTING, 2001; SCHALLER et al., 2005).

Em nosso trabalho avaliamos 92 isolados de casos de candidúria isolados de 
pacientes internados no hospital. Nossos resultados mostraram que C. albicans foi 
a espécie que apresentou a maior frequência 56,53%, seguida de 28,26% (n=26) 
C. glabrata; 11,96% (n=11) C. tropicalis; 2,17% (n=2) C. guillermondii e 1,08% (n=1) 
C. krusei, o que corrobora com os resultados encontrados no estudo de Silva e 
colaboradores (2007) em que C. albicans esteve presente em 56% dos isolados de 
urina do Hospital Público de São Paulo.

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Zarei-
Mahmoudabadi e colaboradores (2012) em dois hospitais de Ahvaz no Irã. Dos 744 
pacientes hospitalizados 16,5% tiveram cultura positiva para fungos. C. albicans 
esteve presente em 53,3% dos isolados, enquanto que isolados não-albicans  foram; 
C. glabrata (24,4%), C. tropicalis (3,7%), C. krusei (2,2%) e Candida sp (15,6%). 
Também no estudo multicêntrico realizado por Sutcu e colaboradores (2016) em 
crianças com infecções hospitalares na Turquia casos de candidúria representaram 
33,6% das infecções enquanto que candidemia foi a infecção mais frequente (50,7%). 
No entanto, C. albicans foi a espécie mais isolada em todos os tipos de infecção, 
estando presente em 47% dos isolados.

Em estudo prospectivo realizado por Mythreyi e Jyoti (2015) em um hospital em 
Bengaluru das 100 amostras de infecções do trato urinário, Candida sp foi isolada 
somente em 26% dos casos, entretanto a maioria espécies isoladas foram espécies 
não-albicans 61,53%.

No presente estudo a produção da enzima fosfolipase esteve presente em 
52,18% das cepas isoladas, sendo 79% em C. albicans e 21% não-albicans. A 
atividade fortemente positiva e positiva foi maior em C. albicans sendo 15,22% e 
26,09% respectivamente, enquanto que a atividade negativa foi mais frequente em 
C. glabrata 23,91% (Tabela 2). 

Resultados semelhantes em que C. albicans representou a espécie com maior 
capacidade fosfolipídica foram encontrados no estudo de Silva e colaboradores 
(2007), onde 53,23% dos isolados produziram a enzima, sendo 42,39% C. albicans 
e 10,87% não-albicans. 

No estudo de Udayalaxmi e D’Souza (2014) com 3001 amostras de urina em 
um hospital na Índia, 1,3% foram positivas para Candida sp, destas 22% tiveram 
atividade positiva para a fosfolipase, sendo 52,5% em C.albicans, 15,8% em C. 
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tropicalis e 22,2% em C. krusei. C. glabrata apresentou atividade negativa nesse 
estudo, este fato pode estar associado às suas características fenotípicas negativa 
de filamentação.Este fato também foi observado por Theiss e colaboradores (2006) 
caracterizaram um grupo de genes de PLB (fosfolipase B) e revelaram que o 
aumento da filamentação e alterações nos estímulos fisiológicos ambientais estão 
associados com o aumento da expressão da fofolipase B. No trabalho realizado por 
Alenzi (2016) em pacientes com e sem obstrução uropatogênica em um centro de 
atenção primária da Arábia Saudita, das 100 amostras de urina avaliadas, 27 foram 
positivas para candidúria, destas 44% produziram fosfolipase sendo em 50% das C. 
albicans e 41% das não-albicans.

No estudo de Ying e Chunyang (2011), observaram a correlação entre a 
expressão da enzima fosfolipase em cepas resistentes ao fluconazol. Nestes isolados 
a atividade positiva de fosfolipase esteve presente em 80% dos cepas com valor 
médio de Pz entre 0,78 ± 0,055. Valor semelhante encontrados em nosso estudo 
onde o valor médio de Pz com atividade positiva para fosfolipase foi de 0,80 ± 0,06 
(Figura 04).

Em nosso trabalho observamos que a espécie C. albicans apresentou a maior 
incidência entre os isolados de candidúria. Verificamos também que C. albicans foi a 
espécie que apresentou a maior atividade enzimática para a fosfolipase, sugerindo 
que essa capacidade de virulência pode estar associada a sua maior incidência.

Considerando o aumento da patogenicidade e consequentemente a mortalidade 
associada as infecções invasivas o estudo dos fatores de virulência vêm sendo 
analisados como possíveis alvos farmacológicos. Kumar e Shukla (2009) observaram 
a correlação entre resistência e aumento de fator de virulência quando induziram 
cepas a resistência para anfotericina B e avaliaram a atividade das enzimas como 
fosfolipase e proteinase onde observaram aumento da atividade enzimática. 

5 | 	CONCLUSÃO

A partir deste estudo, pode-se concluir que os fatores de virulência estão 
intimamente relacionados à patogenicidade das infecções urinárias por Candida. 
Observamos que C. albicans foi a espécie mais frequente e também a com maior 
atividade para enzima fosfolipase. Dessa forma avaliar a expressão destes fatores 
poderá auxiliar a compreensão dessas infecções.
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