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1. LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

C. - Candida 

et al. - E outros (abreviatura de “et alli”) 

g - Grama 

spp. - Espécies  

MgCl2 - Cloreto de magnésio 

mL - Mililitro 

mm - Milímetro 

NaCl - Cloreto de sódio 

ºC - Grau Celsius 

pH - Potencial hidrogeniônico 

Pz - Zona de precipitação 

q.s.p - Quantidade suficiente para atingir determinado volume 

µg/mL - Microgramas por mililitro 

Sap - Secretoras de aspartil-protease  

Z - Zimotipo 

  

 



 

. RESUMO 

O cigarro de tabaco é considerado fator predisponente para várias doenças, 
inclusive para a candidose bucal. Ele contem substâncias que podem ser degradadas por 
enzimas destes fungos, servindo como nutrientes. A produção de enzimas histolíticas 
pelas espécies de Candida é um fator importante no desenvolvimento de doença. As 
enzimas podem prover acesso aos nutrientes do organismo, facilitando penetração dos 
fungos nas células do hospedeiro. O objetivo deste estudo foi avaliar a carga fúngica 
bucal e a secreção de enzimas histolíticas das espécies de Candida isoladas de adultos 
saudáveis não-fumantes e fumantes . Cem adultos (42 não-fumantes e 58 fumantes) 
participaram do estudo. Os espécimes foram coletados do dorso da língua e da mucosa 
jugal e identificados utilizando-se o meio de cultura CHROMagar®Candida. A 
positividade do gênero Candida foi de 28,57% nos indivíduos não-fumantes e de 
39,65% fumantes (P = 0,254). C. albicans foi a espécie mais prevalente nos dois 
grupos, sendo isolada em 78,57% nos não-fumantes e 72,41% nos fumantes. Outras 
espécies encontradas foram C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis. Dos indivíduos 
positivos foi selecionada aleatoriamente uma cepa de cada espécie, totalizando 43 
cepas, que foram avaliadas quanto à produção das enzimas aspartil-protease (Sap), 
fosfolipase, condroitinase, esterase-lipase e hemolisina. Devido a pequena amostra de 
cepas não-albicans obtida, somente as cepas de Candida albicans foram analisadas 
estatisticamente. A atividade enzimática foi maior no grupo dos não-fumantes para 
todas as enzimas estudadas, com diferença estatística significativa na atividade da 
enzima fosfolipase (P = 0,013). Concluímos que o tabagismo não afetou 
significativamente a positividade de Candida spp. e nem a atividade enzimática das 
cepas de C. albicans.  

 

Palavras chave: Candida albicans; fumantes; enzimas; fosfolipase.  



 

3. ABSTRACT  

 

The cigarette smoke contains substances that can be degraded by enzymes of 
Candida species, been used like nutrients and converted to carcinogen end products. 
The purpose of this study was evaluated the carriage of Candida species and analyse the 
extracellular proteolytic activities of Candida isolates from healthy adults non-smokers 
and smokers. One hundred adults (42 non-smokers and 58 smokers) were studied. The 
samples were collected from intra oral swabs and smears from dorsum of tongue, right 
and left jugal mucosa each. The identification of species of Candida was made using the 
culture medium CHROMagar®Candida. The carriage of the gender Candida was 
28,57% in the non-smokers individuals and 39,65% in the smokers (P = 0,254). 
Candida albicans was the most prevalent one between the two groups, being isolated in 
78.57% in non-smokers, and 72.41% in smokers. Other species found were C. 
parapsilosis, C. glabrata, and C. tropicalis. From the positive individuals was random 
one strain of C. albicans, comprised 32 strains that were evaluated regarding the 
proteolytic activity of the following enzymes: secreted aspartyl-protease (Sap), 
phospholipase, chondroitinase, esterase-lipase, and haemolysin. Regarding the 
hydrolytic enzymes, there was bigger enzymatic activity in the group of non-smokers, 
in all studied enzymes, with significant statistical difference between both groups in the 
activity of phospholipase, that was bigger in the strains of non-smokers (P = 0,013). The 
results obtained in this study have shown that the smoking do not alter significantly the 
carriage of Candida spp., neither the enzymatic activity of C. albicans strains, except 
the activity of phospholipase. 

 
Keywords: Candida albicans, smokers, enzymes, phospholipase.  
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RESUMO 

 

O cigarro de tabaco tem sido considerado como um fator predisponente para 
várias doenças, inclusive para a candidose bucal. Ele contem substâncias que podem ser 
degradadas por enzimas das espécies de candida, servindo como nutrientes. Por outro 
lado, a produção de enzimas histolíticas pelas espécies de Candida é um fator 
importante no desenvolvimento de doenças provocadas por fungos oportunistas.  As 
enzimas podem prover acesso do fungo aos nutrientes do organismo, chegando mesmo 
a penetrar nas células do hospedeiro. O objetivo deste estudo foi avaliar a carga fúngica 
bucal e a secreção de enzimas histolíticas das espécies de Candida albicans isoladas de 
adultos saudáveis não-fumantes e fumantes . Cem adultos (42 não-fumantes e 58 
fumantes) participaram do estudo. Os espécimes foram coletados do dorso da língua e 
da mucosa jugal (direita e esquerda). A identificação das espécies de Candida foi 
realizada utilizando o meio de cultura CHROMagar®Candida. A positividade do gênero 
Candida foi de 28,57% nos indivíduos não-fumantes e de 39,65% fumantes (P = 0,254). 
C. albicans foi a espécie mais prevalente nos dois grupos, sendo isolada em 78,57% nos 
não-fumantes e 72,41% nos fumantes. Outras espécies encontradas foram C. 
parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis. Dos indivíduos positivos foi selecionada 
aleatoriamente uma cepa de cada espécie, totalizando 43 cepas, que foram avaliadas 
quanto à produção das enzimas aspartil-protease (Sap), fosfolipase, condroitinase, 
esterase-lipase e hemolisina. A atividade enzimática foi maior no grupo dos não-
fumantes para todas as enzimas estudadas, com diferença estatística significativa na 
atividade da enzima fosfolipase, sendo maior nas cepas de pacientes não-fumantes (P = 
0,013). Concluímos que o tabagismo não afetou significativamente a positividade de 
Candida spp. e nem a atividade enzimática das cepas de C. albicans.  

 
Palavras chave: Candida albicans; fumantes; enzimas; fosfolipase.  
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INTRODUÇÃO 

 

C. albicans é um fungo dimórfico, que está presente em aproximadamente 50% 

dos indivíduos saudáveis (37). Além da C. albicans, outras espécies como C. tropicalis, 

C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis são capazes de competir com a microbiota bucal 

e se tornarem patogênicas.  

Segundo Almeida & Scully (1), os principais fatores que dificultam o crescimento 

desses fungos no homem são a elevada temperatura e a imunidade celular. A virulência 

da C. albicans está associada com o aumento da produção de tubo germinativo pelas 

leveduras em  baixas temperaturas. Leveduras que crescem em temperatura ambiente 

são mais resistentes à ação dos leucócitos polimorfonucleares (2). O desenvolvimento 



 

de micélio pelas espécies de Candida ssp. (dimorfismo) favorece as infecções fúngicas 

em decorrência da variabilidade antigênica da superfície e do formato que propicia 

maior aderência, dificultando a ação fagocitária pelo sistema imune (23). 

O tabagismo pode estar associado à predisposição às candidoses bucais (15, 31, 

45). A nicotina no tabaco pode causar mudanças estruturais e funcionais nos 

queratinócitos (25). O efeito do fumo nas células epiteliais, reduz a atividade anti-

Candida das células e pode aumentar a susceptibilidade à candidose orofaringeana (42), 

além de causar um espessamento na camada queratinizada do epitélio, o que pode 

contribuir para a maior colonização pela levedura (4, 37, 44). 

Pacientes fumantes relatam recidiva das infecções por Candida após o término da 

terapia antifúngica, por outro lado, há evidências clínicas de que algumas infecções 

desaparecem apenas com a cessação do vício de fumar (15).  

A produção de enzimas histolíticas é um fator importante no desenvolvimento de 

doenças provocadas por fungos oportunistas, sobretudo em isolados clínicos de Candida 

spp.  As enzimas podem prover acesso do fungo aos nutrientes do organismo, chegando 

mesmo a penetrar nas células do hospedeiro, via estruturas tipo haustório (14). Quando 

a hidrólise dos substratos ou ação das proteínas extracelulares afeta a função e a 

viabilidade do hospedeiro, as enzimas podem ser consideradas fatores de virulência que 

contribuem para o estabelecimento da infecção (7, 22, 32). 

O objetivo deste estudo foi avaliar a carga fúngica bucal e os perfis de virulência 

das cepas de Candida albicans entre indivíduos não-fumantes e fumantes. Para isto 

foram realizados os seguintes testes: contagem de diferentes espécies de Candida, 

produção de aspartil-proteases secretoras (Sap), de fosfolipases, de condroitinase, de 

esterase/lipase e de hemolisinas. 



 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
A participação dos indivíduos foi condicionada à assinatura de um Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido, em concordância com as diretrizes do Comitê de 

Ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR).  

Foram avaliados 100 indivíduos, 42 não-fumantes e 58 fumantes, e considerados 

fumantes aqueles com consumo igual ou superior a cinco cigarros por dia há pelo 

menos um ano, e não-fumantes aqueles que relataram nunca terem fumado (29). 

Indivíduos que fumavam menos de cinco cigarros por dia foram excluídos da pesquisa. 

Cada indivíduo foi avaliado por um único avaliador que realizou a anamnese e o exame 

físico intrabucal, inspecionando as mucosas, tecidos moles e dentes. Indivíduos com 

manifestações clínicas de candidose bucal; relato de doenças sistêmicas na anamnese 

(diabetes ou hipertensão); mulheres grávidas; indivíduos que tivessem utilizado 

antibióticos nos três meses que precederam as coletas ou fazendo uso de medicação 

sialorredutora, foram excluídos da amostra. A média de idade dos indivíduos não-

fumantes foi de 19,95 ± 2,13 anos e dos fumantes de 22,83 ± 5,75 anos, sendo em sua 

maioria jovens. A média de cigarros consumidos por dia foi 12,79 ± 5,73 e do tempo de 

uso em anos foi de 6,19 ± 5,10. 

Amostras de raspado superficial (swabbing) do dorso da língua e da mucosa jugal 

dos indivíduos foram recolhidas, semeadas em placas contendo CHROMagar®Candida 

(CHROMagar Microbiology, Biomerieux, Paris, França) e incubadas a 37ºC, por 48 

horas. Após a identificação fenotípica (24), as cepas foram transferidas para tubos de 

armazenamento contendo Ágar Sabouraud Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, 

Mich., USA). 



 

Um total de 43 cepas do gênero Candida (uma colônia/fenótipo por indivíduo) 

foram submetidas às provas de atividade enzimática. A cepa-padrão de C. albicans 

CBS562 proveniente do estoque do Laboratório de Estomatologia da PUCPR foi testada 

como controle. Os isolados foram crescidos em estufa a 37ºC em 5mL de Caldo 

Sabouraud Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA). Após 24 horas as 

células foram recolhidas por centrifugação e lavadas três vezes com água destilada 

estéril. Os pellets foram ressuspendidos em água estéril até o equivalente ao tubo 10 da 

escala de MacFarland e 5 µL inoculados com o auxílio de discos de papel filtro 

esterilizados, em cinco pontos eqüidistantes, nos meios de cultura para detecção semi-

quantitativa de aspartil-protease secretora (Sap), fosfolipases, condroitinase, 

esterase/lipase e hemolisinas. Todos os testes foram realizados em duplicata. 

A secreção de Sap foi verificada seguindo o protocolo de Rüchel et al. (32), 

empregando a fração V da albumina bovina (Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA) 

como substrato, Yeast Nitrogen Base (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA) e 2,5 

mL de Protovit Plus® (Roche, São Paulo, Brasil) como co-fatores (22). A atividade 

enzimática foi evidenciada pela formação de um halo transparente ao redor da colônia 

dez dias após a inoculação. (10). 

A atividade fosfolipásica foi pesquisada seguindo o método de Price et al.(28). Em 

1.000 mL de água destilada estéril foram dissolvidos 10,0 g de peptona (Difco 

Laboratories, Detroit, Mich., USA), 30,0g de glucose, 57,3g de NaCl e 0,55g de CaCl2 e 

20,0g de Ágar (Oxoid, Fakola AG, Basel, Switzerland). O meio foi esterelizado em 

autoclave a 120ºC por 15 minutos e resfriado a uma temperatura de 55ºC. O egg yolk 

estéril sem telurito de potássio (Newprov Prod. Laborat., Inc., São José dos Pinhais, 

Paraná, Brasil) foi adicionado ao meio esterelizado. Após 4 dias da inoculação, as 



 

placas foram observadas quanto à formação de uma zona de cor amarelada ao redor das 

colônias.  

Para a pesquisa de condroitinase foi empregado o protocolo de Smith & Willett 

(41) modificado. O meio de cultura foi preparado usando-se neopeptona 10 g, glucose 

40 g, Ágar noble 15 g (Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA) e água destilada qsp 

1.000 mL e autoclavado a 120ºC por 15 minutos. Após resfriamento a 55ºC, foi 

acrescentada uma solução de albumina bovina fração V a 10% e sulfato de condroitina a 

4% (Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA), dissolvidos em 10 mL de água destilada 

estéril e esterelizados em filtros de Millipore de 0,22 µm. O pH final foi ajustado entre 

6,8 ± 0,2. O halo formado foi medido após 48 h de inoculação. 

O teste de opacidade Tween® 80 (Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA) foi 

utilizado para determinar a produção de esterase/lipase. O meio de cultura foi preparado 

com 15,0 g de SDA (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA) e 10 g CaCl2, em 1.000 

mL de água destilada (33). Após ser autoclavado, o meio foi resfriado a 50ºC e 10 mL 

de Tween®80 (Sigma) autoclavado foi adicionado. As inoculações permaneceram em 

estufa a 37ºC por sete dias consecutivos. 

Para determinar a atividade hemolítica, as cepas foram semeadas em placas de 

ágar-sangue contendo 70 mL de sangue de ovelha fresco e desfibrinado (Newprov Prod. 

Laborat., Inc., São José dos Pinhais, Paraná, Brasil); 30 g de glucose (Sigma Chem Co., 

St. Louis, Mo., USA); qsp 1.000 mL de solução de 1% de Ágar-ágar (Oxoid, Fakola 

AG, Basel, Switzerland); pH final 5,6 (19). A formação do halo translúcido ao redor das 

colônias após 48 h de incubação a 37ºC indicou atividade hemolítica positiva. 

Após os períodos de observação foram feitas as leituras do tamanho das colônias e 

dos halos formados por um único pesquisador calibrado, utilizando transiluminação e 

um paquímetro digital (Mitutoyo, 6” digital caliper, w/abs, Japão) e calculadas as 



 

atividades enzimáticas. Estas atividades foram determinadas de acordo com a técnica de 

Price et al. (28), dividindo-se o diâmetro da colônia (DC) pelo diâmetro do halo 

formado (DH). Este resultado é denominado Pz, que representa numericamente a 

atividade enzimática da cepa testada. Como menores valores Pz indicam maior 

atividade enzimática e vice-versa, optou-se por subtrair tais valores de um (1-Pz) (26). 

Os dados assim obtidos foram analisados quanto à sua normalidade de distribuição pelo 

teste de Kolmogorov-Smirnov. Para aspartil-protease secretora, condroitinase e 

hemolisinas houve distribuição normal dos valores e foi utilizado o teste t de Student. 

Nas enzimas onde não houve distribuição normal, fosfolipase e esterase/lipase, foi 

utilizado o teste não-paramétrico U de Mann-Whitney.  

A atividade enzimática foi analisada estatisticamente somente nos isolados de C. 

albicans, devido à inexpressiva obtenção de outras espécies.  

Além dos ensaios estatísticos, os valores 1-Pz também permitiram a classificação 

das cepas em zimotipos. Foram gerados dígitos a partir de um escore de atividade dado 

aos valores de Pz (7). Cepas não produtoras (Pz = 1,000) foram codificadas como 1, 

pois o diâmetro do halo foi considerado igual ao da colônia; cepas com atividade média 

(Pz ≤ 0,639) receberam código 2; cepas com atividade elevada (0,999 ≤ Pz ≥ 0,640) 

receberam código 3 (26). Os zimotipos foram gerados seguindo a ordenação dos dígitos 

oriundos da secreção das enzimas aspartil-protease secretora, fosfolipases, 

condroitinase, esterase/lipase e hemolisinas. A zimotipagem nos forneceu uma visão 

geral da capacidade produtora de cada cepa, associando as cinco enzimas pesquisadas. 

 

 



 

RESULTADOS 

Isolamentos positivos de Candida spp. foram obtidos em 35 dos 100 indivíduos 

examinados, sendo 12/42 (28,57%) do grupo dos não-fumantes e 23/58 (39,65%) do 

grupo de fumantes, não havendo diferença estatística significante entre os grupos (P = 

0,254).  

Foram isoladas duas cepas de C. tropicalis 2/14 (14,28%) e uma de C. 

parapsilosis 1/14 (7,14%) dos indivíduos não-fumantes. Nos fumantes foram 

encontradas três cepas de C. tropicalis 3/29 (10,35%), duas de C. glabrata 2/29 (6,89%) 

e três de C. parapsilosis 3/29 (10,34%). O pequeno número isolado destas espécies não 

possibilitou análise estatística. 

C. albicans foi prevalente em ambos os grupos, ocorrendo em 11/14 (78,57%) dos 

não-fumantes e 21/29 (72,41%) dos fumantes, não havendo diferença estatística 

significante entre eles (P = 0,705) quando o teste t de Student foi aplicado. Não houve 

predomínio de colonização de nenhuma das espécies encontradas em ambos os grupos 

(Gráfico 1). 
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Graf. 1. Distribuição das espécies de Candida isoladas de não-fumantes 
(n=14) e fumantes. 



 

 

 

 

 

 

 

Das cepas de C. albicans isoladas de não-fumantes, 7/11 (63,63%) delas 

apresentaram atividade enzimática média para aspartil-protease, 2/11 (18,18%) 

apresentaram atividade elevada e em 2/11 (18,18%) não foi detectada atividade. Neste 

grupo, 11/11 (100%) das cepas apresentaram atividade elevada de fosfolipase, 

condroitinase e hemolisina. A atividade enzimática de esterase/lipase foi média em 9/11 

(81,81%) cepas, e ausente em 2/11 (18,18%) dos isolados (Gráfico 2). A compilação 

dos escores de atividade enzimática das cepas de não-fumantes permitiu a obtenção de 

cinco zimotipos, sendo o Z32232 o mais prevalente.  

Nas cepas isoladas de fumantes houve maior variação de atividade enzimática, 

sendo encontrados dez zimotipos. A aspartil-protease teve atividade elevada em 3/21 

(14,28%) das cepas, assim como outras 3/21 não secretaram a enzima. Em 15/21 

(71,42%) a atividade foi considerada média. Apenas uma 1/21 (4,76%) cepa não 

secretou fosfolipase, outras 2/21 (9,52%) apresentaram atividade média e 19/21 

(90,47%) foram consideradas fortemente produtoras. Houve diferença estatística 

significante na produção desta enzima entre não-fumantes e fumantes (P = 0,013). Para 

condroitinase, 17/21 (80,95%) cepas apresentaram atividade elevada, 2/21 (9,52%) 

cepas apresentaram atividade média e as 2/21 cepas restantes não tiveram atividade 

detectável. Nenhuma cepa apresentou atividade elevada de esterase/lipase neste grupo. 
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A atividade foi média em 19/21 (90,47%) das cepas e ausente em 3/21 (14,28%) dos 

isolados. Na produção de hemolisina apenas uma cepa apresentou atividade média 

(4,76%), enquanto 20/21 (95,23%) apresentaram atividade elevada (Gráfico 2). O 

zimotipo predominante neste grupo foi o Z22323.  

A cepa-padrão CBS562 apresentou o zimotipo coincidente com o mais encontrado 

nos fumantes, o Z23323, com produção de todas as cinco enzimas pesquisadas, tendo 

produção elevada em três delas (Gráfico 3). 

 

 

 

 

 

 

 

Graf. 3. Distribuição dos zimotipos das cepas de C. albicans isoladas de 

não-fumantes (n=11) e fumantes (n=21).  



 

DISCUSSÃO 

 

Embora muitos artigos tenham sido publicados sobre a secreção de enzimas como 

fatores de virulência de C. albicans (6, 13, 17, 35, 36) até o nosso conhecimento, 

nenhum estudo anterior avaliou a atividade enzimática da espécie, ou do gênero, obtida 

de indivíduos saudáveis não-fumantes e fumantes. 

No presente estudo, 28,57 % dos não-fumantes apresentou colonização por 

Candida spp. contra 39,65 % dos fumantes (p=0,254). Esses resultados são inferiores 

aos publicados por Rassol et al. (29), que isolaram cepas em 43% dos não-fumantes e 

57% dos fumantes, embora estes autores também não tenham encontrado diferença 

estatística em os grupos. Em 1988, Odds (appud Scully) revisou 32 artigos sobre 

positividade de Candida spp. na boca de indivíduos saudáveis, e relatou que a média de 

positividade foi de 34,40%. 

Em nosso estudo, C. albicans foi a espécie mais prevalente, em concordância com 

outros autores (22, 29, 37), sendo encontrada em 78,57% dos não-fumantes e 72,41% 

dos fumantes, quando esses se apresentavam colonizados. Embora tenha sido 

encontrado um percentual maior de isolamento dessa espécie no grupo dos não-

fumantes, não há diferença estatística entre os grupos.  

A positividade de produção de aspartil-proteases (Saps) pelas cepas encontradas 

no presente estudo está de acordo com os estudos de Bramono et al. (6), que 

encontraram atividade desta enzima nas cepas de C. albicans, C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii. Mas, difere do encontrado por 

Dóstal et al. (10), que não encontraram atividade em cepas de C. glabrata.  

Com relação às fosfolipases, não foi encontrada qualquer atividade nas cepas de 

C. glabrata e C. parapsilosis, o que contraria os achados de outros autores (11, 38), que 



 

afirmam que estas espécies são capazes de produzir tais enzimas. Tal fato pode ter 

ocorrido devido ao número reduzido de isolamentos dessa espécie nos indivíduos 

arrolados neste estudo. 

Quando a secreção dessas fosfolipases foi avaliada em isolados de C. albicans 

provenientes de não-fumantes, detectamos uma significante elevação de atividade (P = 

0,013) em relação aos isolados de fumantes. Por se tratar de uma enzima que parece 

estar diretamente relacionada com a virulência desta espécie, era esperado que no grupo 

dos fumantes esta secreção fosse maior. Tal fato pode ser explicado em função da 

seleção aleatória das colônias que deram origem aos isolados analisados. Como foi 

selecionada apenas uma colônia de C. albicans por indivíduo, podem ter sido excluídas 

do estudo outras cepas, com maiores atividades enzimáticas.  

Ibrahim et al. (13) reportaram que cepas comensais com baixa produção de 

fosfolipase são capazes de colonizar a mucosa, sugerindo que a secreção destas enzimas 

não é um requisito primordial para a patogenicidade de C. albicans, opinião 

compartilhada por Mayser et al. (21). Como os indivíduos aqui analisados não 

apresentavam quaisquer sinais clínicos de candidose bucal, é razoável supor que essa 

maior secreção de fosfolipases por cepas de não-fumantes não deva ter maiores 

implicações na colonização.  

A totalidade das cepas de C. albicans do grupo não-fumantes produziu 

condroitinase, em comparação com 90,47% produzidos por esta espécie no grupo dos 

fumantes. Das espécies “não-albicans” apenas C. tropicalis e uma cepa de C. 

parapsilosis produziram condroitinase. Ainda, as duas cepas de C. glabrata isoladas 

não produziram condroitinase. Este resultado está de acordo com Shimizu et al. (39) 

que observaram a produção da enzima em 97,8% das cepas de C. albicans, sendo esta 

produção seguida por C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis e C. krusei, e com 



 

Chaffin et al. (9) que afirmam que hialuronidase e condroitinase podem ser produzidas 

por C. albicans, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, e C. krusei, mas em 

uma pequena proporção dos isolados. 

No presente estudo foi avaliado também a secreção de esterase/lipase. Todas as 

espécies foram capazes de secretar esta enzima; porém, em diferentes proporções. Este 

achado está de acordo com as pesquisas de outros autores (6, 9, 33, 43). O papel exato 

da atividade lipolítica na patogenicidade das cepas ainda não foi esclarecido. 

A atividade das hemolisinas está associada à capacidade que as cepas têm em 

destruir hemácias e utilizar o ferro como nutriente. Nossos resultados mostraram que 

todas as espécies encontradas produziram hemolisinas, em concordância com os estudos 

de Luo et al. (19), sendo fortemente produtoras na maioria das cepas. 

Dentre as cepas de C. albicans examinadas, nenhuma apresentou elevados níveis 

de secreção para as cinco enzimas de forma concomitante, i.e. nenhuma apresentou 

valor 1-Pz maior que 0,640 para as cinco enzimas estudadas.  Isto está em concordância 

com o estudo de Bramono et al. (6), que pesquisaram a secreção de aspartil-protease, 

lipase e α-glucosidase em cepas de C. albicans, e nenhuma exibiu altos níveis de 

atividade para as três enzimas simultaneamente. 

Tem sido sugerido que o cigarro pode levar à alterações localizadas no epitélio 

que permitem a colonização por Candida (3, 25). Williams et al. (44) mostraram que 

uma maior queratinização favorece a aderência de C. albicans. Ainda, Barret-Bee et al. 

(5) propuseram que a fosfolipase teria um importante papel nessa aderência; proposição 

não compartilhada por Ghannoum et al. (12). Na mesma direção, Ray & Payne (30) 

mostraram que blastoporos de C. albicans podem degradar a queratina celular 

utilizando-se de proteases ácidas e Jayatilake et al. (14) propuseram que as fosfolipases 



 

também podem ser participar desta destruição, o que, em última instância, favoreceria a 

colonização. 

A despeito dos argumentos acima, talvez a menor secreção de enzimas por cepas 

obtidas junto a fumantes se deva a uma seleção clonal determinada pela qualidade da 

saliva. Como as Saps (8) e as fosfolipases (20, 34) são usualmente ativas somente em 

meios ácidos e já foi mostrado que fumantes apresentam saliva mais ácida e com menor 

capacidade tamponante que não-fumantes (17, 18, 27, 40), é razoável supor que no 

grupo dos fumantes não seja necessária uma alta taxa de secreção para que as cepas 

possam conduzir sua colonização.  

De acordo com a literatura disponível, fumantes podem ter maior predisposição à 

colonização por Candida spp. devido à indução de um aumento na queratinização do 

epitélio (4, 25, 44) ; à diminuição da atividade dos leucócitos, do exudato gengival (42) 

e dos níveis de imunoglobulina A (42); sendo relatados os efeitos do fumo no indivíduo, 

mas não nos microorganismos. 

Mais estudos são necessários para identificar o efeito, se é que existe, do cigarro 

sobre as espécies de Candida que fazem parte da microbiota bucal humana.  



 

CONCLUSÃO 

 

Concluímos com nosso estudo que a carga fúngica bucal não difere entre não-

fumantes e fumantes. O perfil de virulência não diferiu entre não-fumantes e fumantes, 

exceto para a secreção das fosfolipases, pois houve uma menor secreção destas enzimas 

nas cepas de Candida albicans de indivíduos fumantes. 
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ABSTRACT  

 

The cigarette smoke contains substances that can be degraded by enzymes of 

Candida species, been used like nutrients and converted to carcinogen end products. 

The purpose of this study was evaluated the carriage of Candida species and analyse the 

extracellular proteolytic activities of Candida isolates from healthy adults non-smokers 

and smokers. One hundred adults (42 non-smokers and 58 smokers) were studied. The 

samples were collected from intra oral swabs and smears from dorsum of tongue, right 

and left jugal mucosa each. The identification of species of Candida was made using the 

culture medium CHROMagar®Candida. The carriage of the gender Candida was 

28,57% in non-smokers individuals and 39,65% in smokers (P = 0,254). Candida 

albicans was the most prevalent one between the two groups, being isolated in 78.57% 

in the non-smokers, and 72.41% in the smokers. Other species found were C. 

parapsilosis, C. glabrata, and C. tropicalis. From the positive individuals was random 

one strain of C. albicans, comprised 32 strains that were evaluated regarding the 

proteolytic activity of the following enzymes: secreted aspartyl-protease (Sap), 

phospholipase, chondroitinase, esterase-lipase, and haemolysin. Regarding the 

hydrolytic enzymes, there was bigger enzymatic activity in the group of non-smokers, 

in all studied enzymes, with significant statistical difference between both groups in the 

activity of phospholipase, that was bigger in the strains of non-smokers (P = 0,013). The 

results obtained in this study have shown that the smoking do not alter significantly the 

carriage of Candida spp., neither the enzymatic activity of C. albicans strains, except 

the activity of phospholipase. 

 

Keywords: Candida albicans, smokers, enzymes, phospholipase.  

 



 

 INTRODUCTION 

 

Candida albicans is present in the inoffensive form in the oral cavity of 50% of 

healthy people (37). Besides C. albicans, other species such C. tropicalis, C. glabrata, 

C. krusei, and C. parapsilosis are able to compete with the oral microbiota and become 

pathogenic. These forms of candidosis are mycotic infections relatively common and 

well known, however, not completely understood (22). 

According to Almeida & Scully, (1) the main obstacles for these fungi to grown in 

humans are the high temperature and the cellular immunity. The virulence of C. 

albicans is associated to the increase of the production of the germinative tube by yeasts 

under low temperatures. Yeasts that grow under room temperature are more resistant to 

the actions of polymorph nuclear leukocytes (2). The development of mycelium by 

strains of Candida (dimorphism) also favours the infection as result of the antigenic 

variability of the surface and of the mycelial format that propitiates more adherence 

hindering the phagocytary action by the immune system (23). 

The smoking is also associated to the predisposition to the oral candidosis (15, 31, 

42, 45). The nicotine in the tobacco may cause structural and functional changes in the 

keratinocytes (25). The effects of tobacco on the epithelial cells reduces the anti-

Candida activity of cells and may increase the susceptibility to oropharyngeal 

candidosis (42), and can cause thickening of the keratinised layer of the epithelium, that 

may contribute for a more pronounced colonization by yeast (37, 44).  

Smoking subjects report recurrence of infections caused by Candida after the end 

of antifungal therapy; on the other hand, there are clinic evidences that some infections 

disappeared after ceasing the smoking habit (15). 



 

The production of histolytic enzymes is an important factor in the development 

of diseases caused by opportunistic fungi, especially in clinic isolates of Candida spp.  

The enzymes may promote the access of the fungus to the nutrients of the organism, 

even penetrating the cells of the host through haustorium-like structures (14). When the 

hydrolysis of the substrata or the action of the extracellular proteins affects the function 

and viability of the host, the enzymes may be considered factors of virulence that 

contribute for the establishment of infection (7, 22, 32). 

This study was carried aiming at assessment of the carriage of oral Candida 

species and   the profiles of virulence of the strains of Candida among the smoking and 

non-smoking populations. Thus, there were performed the following tests: counting of 

the different species of Candida, productions of secreted aspartyl-proteases (Saps), 

phospholipases, chondroitinase, esterase/lipase, and of hemolysins. 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

The participation of individuals was conditioned to the agreement of term of free 

and aware consentient with accordance to policies of the Research Ethics Committee of 

the Pontifical Catholic University of Paraná (PUCPR). 

There were examined 100 individuals, 42 non-smoking and 58 smoking and there 

was considered chronic smoker that individual whose daily consumption has been equal 

or superior to five cigarettes for, at least, one year, and considered non-smoker that one 

who has never smoked before (29). Individuals whose daily consumption was lower to 

five cigarettes per day, were excluded of the study. Each individual was evaluated by 

only one professional who performed the anamnesis and a physical exam, survey of the 



 

health conditions of the mucosa and other soft tissues as well as the teeth. Individuals 

with clinical manifestations of oral candidosis; relates of systemic diseases like 

diabetes, hypertension; pregnancy; or individuals used of antibiotics in the last three 

months before the collects, or using of sialoreductor drugs were excluding conditions of 

the sample. The medium age of the non-smokers individuals was 19,95 ± 2,13 years and 

of the smokers was 22,83 ± 5,75 years.  

 Sample of superficial scrapings (swabbing) of the back of the tong and jugal 

mucosa of subjects were taken, inoculated in dishes containing CROMAgar©Candida 

(CHROMagar Microbiology, Biomerieux, Paris, France) and incubated at 37ºC, for 48 

hours. After the phenotypic identification (24), the strains were transferred to storing 

tubes containing Sabouraud Dextrose Agar (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA). 

 A total of 43 strains from the genus Candida (a colony/phenotype from each 

individual) which were submitted to checks of enzymatic activity. There were also 

tested the type-strain of C. albicans CBS562 from the archive of Laboratory of 

Stomatology of PUCPR. The isolates were grown at 37ºC in 5mL of Sabouraud 

Dextrose Broth (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA). After 24 hours, the cells 

collect through centrifugation and washed three times with sterile distilled water. The 

pellets were resuspended in sterile water until the equivalent to the tube #10 of the scale 

of MacFarland and inoculated, in equidistant points, in the culture media for the semi-

quantitative detection of secreted aspartyl-protease (Sap), phospholipases, 

chondroitinase, esterase/lipase, and haemolysins. All the tests were made in duplicate. 

The secretion of Sap was verified following the protocol of Ruchel et al. (32), 

employing the fraction V of bovine albumin (Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA) as 

substratum, Yeast Nitrogen Base (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA) and 2.5ml 

of Protovit®Plus (Roche Laboratories, São Paulo, Brazil) as cofactors (22). The 



 

enzymatic activity was evidenced by the formation of a translucent around the colony, 

10 days after the inoculation. (10). 

The phospholipasic activity was researched according to the method of Price et al. 

(28). In 1.000 mL of sterile distilled water, there were dissolved 10.0g of peptone 

(Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA) 30.0g of glucose, 57.3g of NaCl, 0.55g 

CaCl2, and 20.0g of agar (Oxoid, Fakola AG, Basel, Switzerland). The medium was 

sterilized in autoclave at 120ºC for 15 minutes and cooled to a temperature of 55ºC. The 

sterile egg yolk without potassium tellurite (Newprov Prod. Laborat., Inc., São José dos 

Pinhais, Paraná, Brazil) was added to the sterilized medium. After 4 days of inoculation, 

the dishes were observed regarding the formation of an area of yellow colour around the 

colonies.  

Concerning the research of chondroitinase, there was employed the modified 

protocol of Smith & Willett (41). The culture medium was prepared using neopeptone 

10g, glucose 40g, agar noble 15g (Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA) and distilled 

water till 1.000mL and autoclaved at 120ºC for 15 minutes. After cooling to 55ºC, there 

was added 10mL of sterile solution of 10% fraction V bovine albumin plus 4% 

chondroitin sulphate (Sigma). The final pH was adjusted among 6.8 ± 0.2. The 

inoculations were kept in stove for 48 hours. 

The Tween®80 (Sigma) opacity test was used for determining the production of 

esterase/lipase. The medium of culture was prepared with 15.0g of SDA (Difco) and 

10g CaCl2, in 1.000 mL of distilled water (33). After autoclaved, the medium was 

cooled to 50ºC and 10mL of Tween®80 autoclaved (Sigma) were added. The 

inoculations were kept in stove for seven consecutive days. 

For determining the haemolytic activity, the strains were inoculated in dishes of 

Blood-Agar  with 70 mL of fresh and defibrinated blood of sheep (Newprov); 30g of 



 

glucose (Sigma); till 1.000 mL of 1% Agar-agar solution (Oxoid); final pH 5,6 (19). 

The formation of a translucent halo around the colonies after 48 hours of incubation has 

pointed positive haemolytic activity. 

After the daily observation, there were performed the reading of the size of the 

colonies and size of halos formed for each enzyme by unique observer using 

transillumination and a digital caliper (Mitutoyo, Japan) and calculated the enzymatic 

activities. These enzymatic activities (Pz) were determined according to the technique 

of Price et al. (28), through the ratio among the diameter of the colony (CD) and the 

diameter of the formed halo (HD). This result is denominated Pz, and represents the 

enzymatic activity of each strain tested. As little values of Pz points a more expressive 

enzymatic activity and vice-versa, there was opted for subtracting such values from 1 

(1-Pz) (26). The data therefore obtained were analysed with regard to their distribution 

by the test of Kolmogorov-Smirnov. For secreted aspartyl-protease, chondroitinase, and 

haemolysins, there was a normal distribution of the values, and there was used the 

Student’s t test. In the enzymes, which did not present normal distribution 

(phospholipase and esterase/lipase), there was used the non-parametric Mann-Whitney 

U test. 

The enzymatic activity was analysed only in isolates of C. albicans due to the 

inexpressive obtaining of other species. 

Besides the statistic assays, the values of 1-Pz also allowed the classification of 

strains in zymotypes. Each digit was generated from a score of activity (7). Non-

producer strains (Pz = 1.000) were codified as 1, besides the diameter of the formed 

halo was considered the same of the diameter of the colony; strains with intermediary 

activity (Pz ≤ 0,639) received code 2; strains with high enzymatic activity (0,999 ≤ Pz ≥ 

0.640) received code 3 (26). The zymotypes were generated following the ordination of 



 

the digits resultant of the secreted aspartyl-protease, phospholipases, chondroitinase, 

esterase/lipase, and haemolysins. The zimotyping gave us an overall of the enzymatic 

activity that each strain associated the activity of the five enzymes studied. 

 

 

RESULTS 

 

Positive isolations of Candida were obtained in 43 out of the 100 collected 

sampled, being 12/42 (28,57%) from the check group and 29/58 (39,65%) from the 

group of smokers, don’t having statistic difference among the groups (P = 0,254).  

C. albicans was the most prevalent in both groups, occurring in 11/14 (78.57%) of 

non-smokers and 21/29 (72.42%) of smokers, not presenting statistic difference among 

the groups (P = 0.705) when the Student’s t test was performed. Regarding the non-

albicans species, there was no colonial predominance of any species in either group, as 

observed in graphic 1. 
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FIG. 1. Distribution of yeast species isolated from non-smokers (n = 14) and smokers (n = 29). No disparities
were found when the Test for Differences Between Two Proportions was employed.
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From the strains of C. albicans isolated from non-smokers, 7/11 (63,64%) of them have 

presented mean enzymatic activity for secreted aspartyl-protease, 2/11 (18.18%) have 

presented high activity, and in 2/11 (18.18%), there was not detected activity. In this 

group, 11/11 (100%) of the strains have presented high activity of phospholipase, 

chondroitinase, and haemolysin. The enzymatic activity of esterase/lipase was medium 

in 9/11 (81.81%) strains and absent in 2/11 (18.18%) of the isolates. (Graphic 2).The 

compilation of scores of enzymatic activity allowed the obtaining of six zymotypes, 

being the Z23323 the most prevalent one. 

In the strains isolated from smokers, there was a larger variation of the enzymatic 

activity, being found ten zymotypes (Figure 3). Secreted aspartyl-protease presented 

high activity in 3/21 (14,28%) of the strains, and the other 3/21 have not secreted the 

enzyme. In 15/21 (71,41%), the activity was considered medium. Only 1/21 (4.76%) 

strain has not secreted phospholipase, other 2/21 (9.52%) have presented intermediary 

activity, and 19/21 (90,47%) were considered strong producers. The enzymatic activity 

of this enzyme showed difference between non-smokers and smokers (P = 0,013). For 

chondroitinase, 17/21 (80.95%) strains have presented high activity, 2/11 (9.52%) 

strains have presented intermediary activity, and 2/11 strains have not presented a 

FIG. 2. Overall view of extracellular enzymatic activity of C. albicans strains isolated from non-smokers (n = 11)
and smokers (n = 21). * Mann-Whitney U test;   P = 0.0131.
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detectable activity. No strain has presented high activity of esterase/lipase in this group. 

The activity was intermediary in 19/21 (85.71%) of strains and absent in 3/21 (14.29%) 

of the isolates. In the production of haemolysin, only one strain has presented 

intermediary activity (4.76%) while 20/21 (95.23%) have presented high activity. The 

predominant zymotype was the Z22323. 

 The standard-strain CBS562 has presented a coinciding zymotype to the one 

found in the smokers, the Z23323, with production of all the researched enzymes, 

having elevated production in three of them (Graphic 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSION 

 

Despites the considerable source of information regarding the factors that 

determine the virulence of C. albicans (6, 13, 17, 35, 36), in our knowledge, no 

previous study has evaluated the enzymatic activity of the species, not even of the genus 

that was obtained from smoking and non-smoking individuals.  

In the present study, 28,57% of smokers presented themselves positive for the 

colonization by Candida spp. against 39,65% of non-smokers (P > 0.05). These results 

Fig 3. Distribution of zymotypes of C. albicans  strains isolated from non-smokers (n = 11) 
and smokers (n = 21). 



 

are less inferior to the ones published by Rassol et al. (29) that isolated yeasts in 43% of 

non-smokers and 57% of smokers. Nevertheless, not even these authors obtained 

statistic differences among groups, what would take us to an inference that the age 

might be a factor of predisposition to the more determinant colonization than the 

smoking habit. 

C. albicans was the most prevalent species, being found in 78.54% of non-

smokers and 72.41% of smokers, when colonized. Although there was found a higher 

percentage of isolation of this species, there is no statistical difference among the 

groups.  

The production of secreted aspartyl-proteases (Saps) by the strains found in the 

present study corroborates with the studies of Bramono et al. (6), which found the 

activity of this enzyme in the strains of C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. 

glabrata, C. krusei, and C. guilliermondii. But, differently from the findings of Dóstal et 

al. (10), there was not found activity in strains of C. glabrata. 

Regarding the phospholipases, there was not found any activity in the strains of C. 

glabrata and C. parapsilosis, what contradict the findings of other authors (11, 38), who 

affirm that these species are able to produce such enzymes. Such fact might have 

happened due to the reduced number of isolations of this species in the individuals who 

participated in this study. 

When the secretion of these phospholipases is evaluated in isolates of C. albicans 

from non-smokers, it is noticeable a significant activity elevation (P = 0,013) in relation 

to the isolates of non-smokers. As it seems to be an enzyme directly related to the 

virulence of this species, it was expected higher secretion in the group of smokers. Such 

fact may be partially explained in function to random selection of the colonies that 

originated the analysed isolates. As there was selected only a colony of C. albicans per 



 

individual, other strains with higher enzymatic activity might have been excluded from 

the study. 

 Ibrahim et al. (13) reported that commensal strains with low production of 

phospholipase are able to colonize mucosas, suggesting that the secretion of these 

enzymes is a prerequisite for the colonization of those type of epithelium, opinion have 

shared with Mayser et al. (21). As the individuals here analysed have not presented any 

clinic sign of oral candidosis, it is reasonable to suppose that this higher secretion of 

phospholipases by the strains of non-smokers might not have bigger implications in the 

simple event of colonization.  

The totality of strains of C. albicans of the non-smoking group produced 

chondroitinase, in comparison to 90% produced by this species in the smoking group. 

Among the non-albicans only C. tropicalis and one strain of C. parapsilosis produced 

chondroitinase. More, the two strains of C. glabrata have not produced chondroitinase. 

This result corroborates with Shimizu et al. (39) who observed the production of the 

enzyme in 97.8% of the strains of C. albicans, being this production followed by C. 

tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, and C. krusei; it also corroborates with 

Chaffin et al. (9) who affirmed that hyaluronidase and chondroitinase may be produced 

by C. albicans, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, and C. krusei, but in a 

small proportion of the isolates. 

In the present study, there was evaluated also the secretion of esterase/lipase. All 

species were able to secrete this enzyme; however, in different proportions. This result 

corroborates with reported by another authors (6, 9, 33, 43) that this enzyme is present 

in a series of species of Candida; however, its correlation with the pathogenic behaviour 

of the strains was not established yet. 



 

The activity of haemolysins is associated to the ability that these strains have for 

destroying red blood cells and use the iron as nutrient. Our results have shown that all 

species found have produced haemolysins, in concordance with the sstudy of Luo et al. 

(19), being strongly produced in the majority of strains. 

Among the strains of examined C. albicans, none of them has presented high 

levels of secretion for the five enzymes, concomitantly, i.e. no one has presented a value 

1-Pz higher than 0.640 for the five enzymes studied.  This agrees with the study of 

Bramono et al. (6) who researched the secretion of secreted aspartyl-protease, lipase, 

and α-glucosidase in strains of C. albicans, and none of them has shown high levels of 

activity for those three enzymes, simultaneously. 

The literature suggest that tobacco’s cigarettes can cause changes in the oral 

epithelium that allowed the Candida colonization (3, 25). Willians et al. (44) showed 

that a higher keratinisation favours the adherence of Candida albicans. Moreover, 

Barret-Bee et al. (5) proposed that the phospholipase could have an important role in 

this adherence; a proposition not shared with Ghannoun et al. (12). In the same 

direction, Ray & Payne (30) showed that blastopores of C. albicans can degrade cellular 

keratin using acidic proteases and Jayatilake et al. (14) proposed that phospholipases 

can also be important in this destruction, what, without further appeal, would favour the 

colonization. 

Concerning the arguments above, maybe, the lowest secretion of the enzymes 

per strains obtained from smokers is due to a clonal selection determined by the quality 

of the saliva. As the Saps (8) and the phospholipases (20, 34) are usually active only 

under acidic conditions and there was already shown that smokers present a more acidic 

saliva and smaller buffering ability than the non-smokers (17, 18, 27, 40), it is 



 

reasonable to suppose that in this second group, it is not necessary a high rate of 

secretion for the strains to manage their colonization.  

According with the available literature, smokers may show a higher oral 

Candidal colonization due to induction of increased epithelial keratinisation (4, 25, 44); 

to a reduction: in function of polymorphonuclear leukocytes, in gingival exudates and in 

salivary immunoglobulin A levels (42). 

Researches of Candida species, especially C. albicans, his virulence and the 

effects of chemical substances about them, can facilitate the diagnosis, change the needs 

of treatment e help in the prevention of oral candidosis (6). 

 

  

CONCLUSION 

 

The results obtained in this study showed that in the two populations here 

analysed, the oral fungal load does not differ between smoker and non-smoker. 

Regarding the hydrolytic enzymes, there was a higher tendency of enzymatic secretion 

in the strains of Candida albicans isolated from non-smokers. 
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6. ANEXOS



 

 ANEXO I – Material e Métodos 

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

PUCPR, sob registro no CEP nº 658/06 (Anexo V). 

 

Amostra 

Neste estudo foram avaliados 100 indivíduos, 42 não-fumantes e 58 fumantes. 

Foram considerados fumantes aqueles com consumo igual ou superior a cinco cigarros 

por dia há pelo menos um ano, e não-fumantes aqueles que relataram nunca terem 

fumado (29). Indivíduos que fumavam menos de cinco cigarros por dia foram excluídos 

da pesquisa. Cada indivíduo foi avaliado por um especialista em Estomatologia que 

realizou a anamnese e o exame físico intrabucal, inspecionando as mucosas, tecidos 

moles e dentes. Indivíduos com manifestações clínicas de candidose bucal; relato de 

doenças sistêmicas na anamnese, como diabetes ou hipertensão; mulheres grávidas; 

indivíduos que tivessem utilizado antibióticos nos três meses que precederam as coletas 

ou fazendo uso de medicação sialorredutora, foram excluídos da amostra. A média de 

idade dos indivíduos não-fumantes foi de 19,95 ± 2,13 anos e dos fumantes de 22,83 ± 

5,75 anos. A média de cigarros consumidos por dia foi 12,79 ± 5,73 e do tempo de uso 

em anos foi de 6,19 ± 5,10. Amostras de raspado superficial (swabbing) do dorso da 

língua e da mucosa jugal dos indivíduos foram recolhidas, semeadas em placas 

contendo CHROMagar®Candida (CHROMagar Microbiology, Biomerieux, Paris, 

França) e incubadas a 37ºC, por 48 horas. Após a identificação fenotípica (24), as cepas 

foram transferidas para tubos de armazenamento contendo Ágar Sabouraud Dextrose 

(DAS, Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA). 

 

Ensaios enzimáticos  



 

Um total de 43 cepas do gênero Candida (1 colônia/fenótipo por indivíduo) foram 

submetidas às provas de atividade enzimática. A cepa-padrão de C. albicans CBS562 

proveniente do estoque do Laboratório de Estomatologia da PUCPR foi testada como 

controle. Os isolados foram crescidos em estufa a 37ºC em 5mL de Caldo Sabouraud 

Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA). Após 24 horas as células foram 

recolhidas por centrifugação e lavadas três vezes com água destilada estéril. Os pellets 

foram ressuspendidos em água estéril até o equivalente ao tubo 10 da escala de 

MacFarland e 5 µL inoculados com o auxílio de discos de papel filtro esterilizados, em 

cinco pontos eqüidistantes, nos meios de cultura para detecção semi-quantitativa de 

aspartil-protease secretora (Sap), fosfolipases, condroitinase, esterase/lipase e 

hemolisinas. Todos os testes foram realizados em duplicata. 

A secreção de Sap foi verificada seguindo o protocolo de Ruchel et al. (32). Uma 

suspensão contendo Ágar -15 g (Oxoid, Fakola AG, Basel, Suíça) e Yeast Nitrogen 

Base - 11,7 g (YNB, Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA) e água destilada – 900 

mL foi esterilizada por autoclave a 120ºC durante 15 minutos . Após resfriamento a 

55ºC, esta suspensão foi acrescida de albumina bovina fração V - 2,0 g (Sigma Chem 

Co., St. Louis, Mo., USA), e 2,5 mL de Protovit Plus® (Roche, São Paulo, Brasil) 

dissolvidos em 100 mL de água destilada estéril e esterilizados em filtros de Millipore 

de 0,22 µm. O pH foi ajustado (entre 4,0 e 4,5), e a solução imediatamente vertida em 

placas de petri estéreis de 90 mm de diâmetro. As placas permaneceram em estufa a 

37ºC por 10 dias (10). 

A atividade fosfolipásica foi pesquisada seguindo o método de Price et al.(28). Em 

1.000 mL de água destilada estéril foram dissolvidos 10,0g de peptona (Difco 

Laboratories, Detroit, Mich., USA), 30,0g de glucose, 57,3g de NaCl e 0,55g CaCl2 e 

20,0g de Ágar (Oxoid) . O meio foi esterelizado em autoclave a 120ºC por 15 minutos e 



 

resfriado a uma temperatura de 55ºC. O egg yolk estéril sem telurito de potássio a 50% 

(Newprov Prod. Laborat., Inc., São José dos Pinhais, Paraná, Brasil) foi adicionado ao 

meio esterelizado. Após 4 dias de inoculação, as placas foram observadas quanto à 

formação de uma zona de cor amarelada ao redor das colônias,  

Para a pesquisa de condroitinase foi empregado o protocolo de Smith & Willett (41) 

modificado. O meio de cultura foi preparado usando-se neopeptona 10g, glucose 40g, 

Ágar noble 15g (Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA) e água destilada qsp 1.000mL 

e autoclavado a 120ºC por 15 minutos. Após resfriamento a 55ºC, foi acrescentada uma 

solução de albumina bovina fração V - 1,0g (Sigma) e sulfato de condroitina - 400mg 

dissolvidos em 10mL de água destilada estéril e esterilizados em filtros de Millipore de 

0,22 µm. O pH final foi ajustado entre 6,8 ± 0,2. O halo formado foi medido após 48h 

de inoculação. 

O teste de opacidade Tween® 80 (Sigma Chem Co., St. Louis, Mo., USA) foi 

utilizado para determinar a produção de esterase/lipase. O meio de cultura foi preparado 

com 15,0 g de SDA (Difco Laboratories, Detroit, Mich., USA) e 10 g CaCl2, em 1.000 

mL de água destilada (33). Após ser autoclavado, o meio foi resfriado a 50ºC e 10 mL 

de Tween®80 (Sigma) autoclavado foi adicionado. As inoculações permaneceram em 

estufa a 37ºC por sete dias consecutivos. 

Para determinar a atividade hemolítica, as cepas foram semeadas em placas de 

Ágar-sangue usando o protocolo de Luo et al. Modificado (19), utilizando 70mL de 

sangue de ovelha fresco e desfibrinado (Newprov Prod. Laborat.); 30g de glucose; qsp 

1.000mL de solução de Ágar-ágar 1% (Oxoid); pH final 5,6. A formação de um halo 

translúcido ao redor das colônias após 48h de incubação indicou atividade hemolítica 

positiva.  

 



 

Obtenção dos resultados 

Após os períodos de observação foram feitas as leituras do tamanho das colônias e 

dos halos formados por um único pesquisador calibrado, utilizando transiluminação e 

um paquímetro digital (Mitutoyo, 6” digital caliper, w/abs, Japão) e calculadas as 

atividades enzimáticas. Estas atividades foram determinadas de acordo com a técnica de 

Price et al. (28), dividindo-se o diâmetro da colônia (DC) pelo diâmetro do halo 

formado (DH). Este resultado é denominado Pz, que representa numericamente a 

atividade enzimática da cepa testada. Como menores valores Pz indicam maior 

atividade enzimática e vice-versa, optou-se por subtrair tais valores de um (1-Pz) (26). 

Os dados assim obtidos foram analisados quanto à sua normalidade de distribuição pelo 

teste de Kolmogorov-Smirnov. Para aspartil-protease secretora, condroitinase e 

hemolisinas houve distribuição normal dos valores e foi utilizado o teste t de Student. 

Nas enzimas onde não houve distribuição normal, fosfolipase e esterase/lipase, foi 

utilizado o teste não-paramétrico U de Mann-Whitney (Gráfico 2).  

A atividade enzimática foi analisada estatisticamente somente nos isolados de C. 

albicans, devido à inexpressiva obtenção de outras espécies.  

Além dos ensaios estatísticos, os valores 1-Pz também permitiram a classificação 

das cepas em zimotipos. Foram gerados dígitos a partir de um escore de atividade dado 

aos valores de Pz (7). Cepas não produtoras (Pz =1,000) foram codificadas como 1, pois 

o diâmetro do halo foi considerado igual ao da colônia; cepas com atividade média 

(Pz≤0,639) receberam código 2; cepas com atividade elevada (0,999≤Pz ≥0,640) 

receberam código 3. Os zimotipos foram gerados seguindo a ordenação dos dígitos 

oriundos da secreção das enzimas aspartil-protease secretora, fosfolipases, 

condroitinase, esterase/lipase e hemolisinas. A zimotipagem nos forneceu uma visão 

geral da capacidade produtora de cada cepa, associando as cinco enzimas pesquisadas. 



 

 

Questionário 

Questionário                                                                 Data:     /     /     . 

Voluntário no:______________ 

Nome:_________________________________________________________________ 

End.:__________________________________________________________________ 

Aluno PUCPR?______Curso:_______________________Período:_______________ 

Data de nasc.:______________________Idade:_________anos e_________meses 

Há quanto tempo foi sua última refeição/ingestão de líquidos? ____________________ 

Fumante?_____________________________Quantos cigarros por dia?_____________ 

Qual marca?___________________________Fumante há quanto 

tempo?____________ 

Diabético?____________________________Compensado?______________________

_ 

Hipertenso?___________________________Depressivo?________________________ 

Toma algum medicamento?______________Qual (is)?__________________________ 

____________________________________Há quanto tempo?____________________ 

Boca seca?___________Quantos litros de líquido ingere por dia?__________________ 

Transpiração 

noturna?_____________________________________________________ 

Usuário de prótese dentária?________________________________________________ 

Usuário de aparelho ortodôntico?____________________________________________ 

 
 



 

ANEXO II – Análise estatística 
 
Indivíduos não-fumantes     

Cepa espécie  aspartil fosfolipase condroitinase esterase hemolisina 

NF1 C. albicans 0,660 0,520 0,435 0,848 0,472 

NF2 C. albicans 1,000 0,400 0,503 0,931 0,234 

NF3 C. albicans 1,000 0,468 0,579 1,000 0,572 

NF4 C. albicans 1,000 0,466 0,548 0,921 0,401 

NF5 C. albicans 0,941 0,501 0,478 0,943 0,703 

NF7 C. albicans 0,624 0,445 0,578 0,969 0,633 

NF9 C. albicans 0,725 0,500 0,633 1,000 0,333 

NF11 C. albicans 0,744 0,472 0,624 1,000 0,311 

NF12 C. albicans 0,588 0,500 0,368 1,000 0,575 

NF13 C. albicans 0,687 0,538 0,472 0,827 0,532 

NF14 C. albicans 0,803 0,444 0,420 1,000 0,363 

NF1d C. albicans 0,788 0,456 0,510 1,000 0,548 

NF2d C. albicans 0,919 0,425 0,476 0,896 0,235 

NF3d C. albicans 1,000 0,534 0,518 0,944 0,419 

NF4d C. albicans 1,000 0,516 0,610 0,920 0,441 

NF5d C. albicans 0,957 0,454 0,429 1,000 0,460 

NF7d C. albicans 0,609 0,451 0,568 0,939 0,639 

NF9d C. albicans 0,766 0,529 0,625 0,715 0,357 

NF11d C. albicans 0,722 0,450 0,591 0,752 0,274 

NF12d C. albicans 0,576 0,474 0,378 1,000 0,657 

NF13d C. albicans 0,663 0,572 0,679 0,790 0,600 

NF14d C. albicans 0,751 0,571 0,385 1,000 0,238 



 

Indivíduos fumantes 

 
Cepa espécie  aspartil fosfolipase condroitinase esterase hemolisina 

GF1 C. albicans 0,799 0,464 0,338 0,794 0,356 

GF2 C. albicans 0,575 0,425 0,432 1,000 0,325 

GF3 C. albicans 0,637 0,580 0,449 0,794 0,347 

GF5 C. albicans 0,891 0,462 0,538 0,828 0,439 

GF6 C. albicans 0,865 0,814 0,440 1,000 0,519 

GF7 C. albicans 0,741 0,500 0,471 1,000 0,397 

GF8 C. albicans 0,430 0,457 0,649 0,855 0,508 

GF9 C. albicans 0,627 0,476 0,429 0,748 0,239 

GF10 C. albicans 1,000 0,791 0,531 0,633 0,360 

GF12 C. albicans 0,632 0,615 0,654 0,967 0,344 

GF14 C. albicans 1,000 0,516 0,407 0,796 0,307 

GF15 C. albicans 0,838 0,475 0,476 0,855 0,513 

GF16 C. albicans 0,814 0,478 0,666 0,938 0,412 

GF17 C. albicans 1,000 0,473 0,626 0,835 0,506 

GF18 C. albicans 0,802 0,492 0,395 1,000 0,494 

GF19 C. albicans 1,000 0,491 1,000 1,000 0,500 

GF20 C. albicans 0,883 0,531 0,391 0,763 0,251 

GF21 C. albicans 0,794 0,477 0,610 0,954 0,672 

GF22 C. albicans 1,000 0,586 1,000 0,934 0,326 

GF23 C. albicans 0,851 0,500 0,792 1,000 0,487 

GF27 C. albicans 1,000 1,000 0,353 0,941 0,484 

GF1d C. albicans 0,872 0,609 0,357 0,891 0,464 

GF2d C. albicans 0,688 0,588 0,633 1,000 0,296 

GF3d C. albicans 0,755 0,659 0,413 0,788 0,469 

GF5d C. albicans 0,797 0,562 0,695 0,873 0,444 

GF6d C. albicans 0,675 0,828 0,600 1,000 0,505 

GF7d C. albicans 0,789 0,500 0,692 0,747 0,327 

GF8d C. albicans 0,437 0,470 0,606 0,937 0,514 

GF9d C. albicans 0,599 0,450 0,500 1,000 0,321 

GF10d C. albicans 0,825 0,693 0,372 1,000 0,444 

GF12d C. albicans 0,639 0,533 0,679 0,790 0,321 

GF14d C. albicans 1,000 0,576 0,385 0,886 0,296 

GF15d C. albicans 0,788 0,450 0,556 1,000 0,497 

GF16d C. albicans 0,916 0,477 0,588 0,835 0,384 

GF17d C. albicans 0,817 0,501 0,652 0,952 0,488 

GF18d C. albicans 0,822 0,538 0,449 0,904 0,584 

GF19d C. albicans 1,000 0,476 1,000 1,000 0,586 

GF20d C. albicans 0,906 0,500 0,567 0,900 0,326 

GF21d C. albicans 0,672 0,490 0,641 0,944 0,612 

GF22d C. albicans 1,000 0,675 1,000 0,685 0,393 

GF23d C. albicans 0,902 0,471 0,750 0,858 0,542 

GF27d C. albicans 1,000 1,000 0,349 0,911 0,548 



 

ANEXO II - Análise Estatística 

 
Com a finalidade de se eliminar a hipótese nula de que as diferenças observadas entre os grupos são 

devidas ao acaso foi aplicado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Nas enzimas aspartil-
protease, condroitinase e hemolisina, houve distribuição normal dos valores, portanto foi utilizado o teste 
“t” de Student. Nas enzimas onde não houve distribuição normal, fosfolipase e esterase/lipase, foi 
utilizado o teste não paramétrico U de Mann-Whitney. De acordo com este teste, para a atividade 
enzimática de fosfolipase, p=0,01, sendo estatisticamente significante, pois p< 0,05. 

Testes de Normalidade  Kolmogorov-Smirnov   

              Grupos  Statistic df Sig.  

condroitinase Não Fumantes 0,114295346 22 0,2000  

 Fumantes 0,113708348 42 0,1992  

hemolisina Não Fumantes 0,107259444 22 0,2000  

 Fumantes 0,118425577 42 0,1514  

fosfolipase Não Fumantes 0,147174136 22 0,2000  

 Fumantes 0,218649254 42 0,0000  

esterase Não Fumantes 0,205855777 22 0,0161  

 Fumantes 0,145593267 42 0,0255  

aspartil Não Fumantes 0,151696582 22 0,2000  

 Fumantes 0,130404093 42 0,0701  

Grupos Variáveis Count Mean Median Std Deviation 

Não Fumantes condroitinase 22 0,518 0,514 0,092 

 hemolisina 22 0,454 0,450 0,149 

 fosfolipase 22 0,486 0,473 0,046 

 esterase 22 0,927 0,944 0,088 

 aspartil 22 0,796 0,758 0,153 

Fumantes condroitinase 42 0,575 0,561 0,185 

 hemolisina 42 0,432 0,444 0,104 

 fosfolipase 42 0,563 0,500 0,140 

 esterase 42 0,894 0,907 0,098 

 aspartil 42 0,811 0,820 0,155 

    

Teste U de Mann-Whitney      

Ranks     

  Grupos N Mean Rank Sum of   Ranks 

fosfolipase Não Fumantes 22 24,52272727 539,5 

 Fumantes 42 36,67857143 1540,5 

 Total 64   

esterase Não Fumantes 22 36,59090909 805 

 Fumantes 42 30,35714286 1275 

 Total 64   



 

ANEXO III – GRÁFICOS 

 
GRÁFICO 1. Distribuição das espécies isoladas 

Graf. 2. Atividade das cepas de C. albicans isoladas de não-fumantes (n=11) e fumantes 
(n=21). Teste U de Mann-Whitney (p = 0.0131).  
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 GRÁFICO 2. Atividade enzimática das cepas de C. albicans 

Graf. 1. Distribuição das espécies de Candida isoladas de não-fumantes (n=14) e fumantes. 



 

   
 
  Graf. 3. Distribuição dos zimotipos das cepas de C. albicans isoladas de não-fumantes (n=11) e 

  fumantes (n=21).  

  GRÁFICO 3. Distribuição dos zimotipos de C. albicans
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 ANEXO IV - Imagens 
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FIGURA 1. Halos de digestão característicos de cada enzima. A- aspartil-protease; B- fosfolipase; C-
condroitinase; D- esterase/lipase e E- hemolisina. 
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ANEXO V – Termo de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da PUCPR  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 

ANEXO VI – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

TÍTULO DO PROJETO: DIFERENÇAS NOS PERFIS DE VIRULÊNCIA DE CEPAS DE 

CANDIDA spp. ISOLADAS DE POPULAÇÕES DE TABAGISTAS E NÃO-TABAGISTAS 

Investigador: Cirurgiã Dentista Ana Claudia Santos de Azevedo Izidoro 

Endereço:  Pontifícia Universidade Católica do Paraná – Centro de Ciências Biológicas e da                                  

Saúde – Curso de Odontologia 

Rua Imaculada Conceição 1155, CEP 80215-901, Curitiba – Paraná 

 

Introdução 

O pesquisador que conduz este projeto determinou que você atende aos requisitos iniciais para a 

participação no estudo. As informações a seguir descrevem o estudo no qual você terá o papel de 

participante. O pesquisador ou membro da equipe explicará os procedimentos e responderá a qualquer 

pergunta que você possa ter sobre este termo de consentimento informado e/ou sobre o estudo. Leia 

cuidadosamente este documento e não hesite em fazer perguntas sobre o objetivo do estudo ou sobre as 

informações fornecidas abaixo que você não compreenda. Nenhuma garantia pode ser feita quanto aos 

resultados do estudo. 

 

Finalidade do estudo 

A Candida albicans é um microorganismo que pode estar presente na mucosa bucal, na saliva ou 

ainda dentro de bolsas periodontais ao redor dos dentes de indivíduos com periodontite. Entretanto não se 

sabe ao certo a virulência desse microorganismo em pacientes fumantes e não-fumantes. O presente 

estudo tem por objetivo avaliar a produção de enzimas produzidas por este microorganismo e se 

microorganismos que estão presentes em pacientes fumantes têm a mesma virulência dos encontrados em 

pacientes não fumantes. 

 

Descrição do estudo e procedimentos 

Será preenchida uma ficha padronizada contendo dados pessoais, informações sobre o estado de 

saúde geral, tabagismo, tempo transcorrido após o último tratamento odontológico e uso de medicações. 

 

Riscos e benefícios 

De acordo com a metodologia exposta anteriormente acreditamos que o exame empregado neste 

estudo não seja capaz de produzir qualquer dano ou risco aos pacientes examinados. A coleta de saliva e 

de material na mucosa jugal não causa nenhum desconforto. 

Receberei esclarecimentos sobre o que é candidose e como tratá-la e orientações sobre higiene 

bucal. 

 



 

Perguntas relacionadas a este estudo 

Você tem o direito de fazer perguntas com relação a este estudo a qualquer momento. Caso tenha 

novas perguntas, você poderá entrar em contato com Ana Claudia Santos de Azevedo Izidoro, no telefone 

041-3274-5066. 

 

Participação voluntária e direito de recusa/afastamento 

Sua participação neste estudo é voluntária e não remunerada. Você poderá se recusar a participar 

ou poderá descontinuar sua participação a qualquer momento durante o estudo, sem penalidades ou perda 

de benefícios. 

 

Confidencialidade 

Os registros de sua participação neste estudo serão mantidos em confidência, de acordo com as leis 

municipais, estaduais e federais. O pesquisador e o Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná (CEP-PUCPR) poderão inspecionar e ter acesso aos dados confidenciais 

que o identificam pelo nome. O CEP é um comitê que revisa os estudos para ajudar a assegurar que os 

direitos e o bem-estar dos pacientes e voluntários sejam protegidos e que o estudo seja conduzido 

eticamente. Qualquer publicação dos dados não o identificará. Assinando este formulário de 

consentimento, você autoriza o pesquisador a utilizar os dados, sem, contudo citar o seu nome. 

Eu, ____________________________________________________________, fui informado (a) dos 

objetivos específicos desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informações específicas sobre 

cada procedimento no qual estarei envolvido, dos desconfortos, tanto quanto dos benefícios esperados. 

Todas as minhas dúvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos 

a qualquer momento. Além disso, sei que novas informações obtidas durante o estudo, me serão 

fornecidas e que terei liberdade de retirar meu consentimento de participação na pesquisa, se assim o 

desejar. 

Fui informado que caso existam danos à minha saúde, causados diretamente pela pesquisa, terei direito a 

tratamento médico e indenização conforme estabelece a lei. Também sei que, caso existam gastos 

adicionais, estes serão absorvidos pelo orçamento da pesquisa. Autorizo a liberação dos registros 

médicos/odontológicos ao pesquisador e ao Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade 

Católica do Paraná (CEP-PUCPR). Declaro ainda que recebí cópia do presente Termo de Consentimento 

________________________- _______________________________  ________ 

Assinatura da paciente                Nome                                   (Local, Data e Hora) 

________________________- _______________________________ ________ 

Assinatura do pesquisador           Nome                                  (Local, Data e Hora) 

Este formulário foi lido para__________________________________(nome do paciente) em 

___/___/___ pelo____________________________________ (nome do pesquisador) enquanto eu estava 

presente. 

________________________________      -                 _______________________________ 

Assinatura da testemunha                                                         Nome         



 

 

ANEXO VII – Normas para publicação 



 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

 

 

 
 


