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RESUMO 

 

Malassezia spp. são fungos lipofílicos, reconhecidos há mais de cem anos como 
membros da microbiota cutânea normal humana, bem como agentes de doenças 
dermatológicas. Desde 1980, são relatados como causadores de infecções sistêmicas 
oportunistas. Estas leveduras são frequentemente encontradas em uma grande variedade 
de animais homeotérmicos, e sua ampla distribuição no meio ambiente agora está sendo 
explorada através de técnicas moleculares e bioquímicas. O enfoque deste estudo foi a 
espécie não lipido-dependente Malassezia pachydermatis, e a sua caracterização através 
do perfil enzimático pelo sistema Api-Zym®. Deste modo, utilizaram-se 30 amostras de 
M. pachydermatis isoladas de cães, com e sem sinais clínicos, identificadas pela técnica 
de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). As amostras foram cultivadas em meio de 
Dixon modificado, incubadas a 37°C durante 48 horas, para posterior quantificação 
através de espectrofotometria. Um inóculo de 65 µl foi colocado em cada orifício do kit 
comercial de verificação enzimática e, após, incubado a 37ºC por 4 horas. Os resultados 
foram obtidos através da leitura visual e interpretação das titulações por escalas pré-
determinadas, também foram avaliadas as reações através de “escaneamento” 
eletrônico. Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados demonstraram a 
atividade de enzimas específicas pertencentes ao grupo das peptídeo hidrolases (100%), 
fosfohidrolases (98,3%) e éster hidrolases (91,6%), enquanto que as enzimas α-
galactosidase, β-galactosidase, β-glicuronidase, α-manosidase e α-fucosidase 
caracterizaram 10% de todos os isolados.  Além disso, não se comprovou a viabilidade 
do sistema utilizado no estudo para a caracterização enzimática da levedura. 
Palavras-chave: Malassezia pachydermatis, atividade enzimática, Api-Zym, cães. 
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ABSTRACT 

 

Malassezia spp. are lipophilic fungi, which have been recognised for over a 
century as members of the normal human cutaneous flora, and also as agents of certain 
skin diseases. In addition, since the 1980s, they have been reported as causing 
opportunistic systemic infections. These yeasts have frequently been found on a diverse 
range of other warm-blooded animals, and their wider distribution in nature is now 
being explored using molecular techniques. The focus of the present study was the 
species no lipid-dependent Malassezia pachydermatis, and its characterization through 
the enzymatic profile by the Api-Zym® system. Then 30 isolated samples of dogs had 
been used, with and without clinical signals, identified by the technique of Polymerase 
Chain Reaction (PCR). The samples were cultivated into Dixon’s modified medium, 
incubated at 37°C during 48 hours, for posterior quantification through 
spectrophotometry. An inocula of 65 µl was placed in each microwell of the commercial 
kit of enzymatic verification and, after, it was incubated at 37ºC for 4h. The results were 
obtained through the visual reading and interpretation of the titulations by 
predetermined scales, it were also evaluated the reactions through electronic scanning. 
All the tests were performed in triplicate. The results demonstrated the activity of 
specific enzymes pertaining to the group of the peptide hydrolases (100%), 
phosphohydrolases (98,3%) and ester hydrolases (91,6%), while the enzymes α-
galactosidase, β-galactosidase, β-glucuronidase, α-mannosidase and α-fucosidase 
characterized 10% off all the isolates. Moreover, it was not proven the viability of the 
system used in the study for the enzymatic characterization of the yeast.  
Key words: Malassezia pachydermatis, enzymatic activity, Api-Zym, dogs. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A levedura lipofílica Malassezia, anteriormente designada Pityrosporum, é parte da 

microbiota cutânea normal da maioria dos vertebrados. Entretanto, sob certas condições, 

como alta umidade relativa, pele oleosa, tratamento com corticosteróide e 

imunodeficiência, podem influenciar estas leveduras a tornarem-se patogênicas e 

causarem doenças de pele como pitiríase versicolor, foliculite, dermatite seborréica e 

dermatite atópica (ASHBEE & EVANS, 2002; FAERGEMANN, 2002). 

Membros do gênero Malassezia, como muitas outras leveduras anamórficas, são 

difíceis de nomear em maiores níveis taxonômicos baseados em estruturas 

morfológicas. Moore (1980) estabeleceu a nomenclatura Malasseziales para as 

leveduras classificadas como basidiomicetos, que não apresentavam a produção da 

explosiva descarga de esporos denominados balistosporos, ao contrário dos 

Esporobolomicetales, que continham este mecanismo. Dentro da ordem Malasseziales, 

Moore incluiu oito gêneros, denominados Cryptococcus, Malassezia, Phaffia, 

Rhodotorula, Sterigmatomyces, Trichosporon, Trichosporonoides e Vanrija. A falta de 

uma característica unificadora e a definição negativa de Malasseziales já mostram as 

dificuldades no agrupamento destas leveduras de modo monofilético (GUÉHO-

KELLERMANN et al., 2010). 

Nos últimos vinte anos, as espécies de Malassezia têm sido reconhecidas como 

leveduras oportunistas de crescente importância (SHIBATA et al., 2006). Atualmente, 

doze espécies (M. dermatis, M. furfur, M. globosa, M. japonica, M. nana, M. obtusa, M. 

restricta, M. slooffiae, M. sympodialis, M. yamotoensis, M. caprae e M. equina) são 

reconhecidas como lipídeo-dependentes, enquanto que M. pachydermatis não exige 

suplementação lipídica para crescimento in vitro (CAFARCHIA et al., 2008a). 

Todas as espécies do gênero, com a exceção de Malassezia pachydermatis, são 

lipídeo-dependentes devido à incapacidade de síntese dos ácidos graxos C14 ou C16. Por 

causa disso, os organismos necessitam de uma fonte lipídica externa e, por muitos anos, 

esta incapacidade confundiu pesquisadores na tentativa de cultivá-los in vitro. Sua 

natureza lipídeo-dependente foi primeiramente relatada por Benham (1939), a qual 

notou a necessidade de um suplemento lipídico para o seu crescimento (ASHBEE, 

2007). 
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Outra fonte de confusão foi o dimorfismo das espécies. Muitos pesquisadores 

acreditavam que a fase de levedura (designada Pityrosporum) e a fase micelial 

(designada Malassezia) compreendiam organismos diferentes. A partir do ano de 1977, 

confirmou-se que as fases poderiam ser interconvertidas, e o dimorfismo do organismo 

foi reconhecido. Vários fatores induzem a conversão, incluindo glicina, colesterol e 

esqualeno, embora nem todas as espécies e cepas sejam capazes de sofrer esta transição. 

O reconhecimento do dimorfismo foi seguido, em 1986, pela unificação da 

nomenclatura do gênero com todas as espécies e fases do crescimento, designada 

Malassezia (ASHBEE, 2007). 

Microorganismos fúngicos, assim como as bactérias, absorvem tudo o que for 

essencial para sua sobrevivência diretamente do ambiente. Portanto, estes 

microorganismos precisam de um meio para degradar polímeros de carboidratos, 

proteínas, além de outras moléculas. Sem considerar seu relacionamento com o 

substrato (patogênico ou sapróbio), estas classes de microorganismos produzem 

enzimas extracelulares, as quais interagem com o ambiente exterior à célula ou hifa 

(TRIGIANO & AMENT, 2003). 

Vários microorganismos produzem enzimas hidrolíticas e estruturas que auxiliam 

sua patogenicidade. Por exemplo, enzimas liberadas no tecido infectado, 

particularmente proteinase e fosfolipase, são consideradas como fatores potencialmente 

importantes na virulência de Candida albicans (MACDONALD & ODDS, 1983). 

Malassezia sp. pode produzir um variado espectro de enzimas, incluindo lipases, 

fosfolipases e hidrolases. As lipases são essenciais em prover os lipídeos necessários 

para o seu crescimento. Recentemente, um gene que codificava a lipase extracelular de 

M. furfur foi expressado e a lipase caracterizada, o gene foi denominado MfLIP1 

(ASHBEE, 2007). 

Fosfolipases constituem um grupo heterogêneo de enzimas que hidrolisam uma ou 

mais ligações ésteres em glicerofosfolipídeos (GHANNOUM, 2000). In vitro, a 

atividade de fosfolipase A2 por Malassezia é capaz de liberar ácido araquidônico das 

células epiteliais, as quais foram indicadas como iniciadoras da resposta inflamatória na 

pele, e identificadas em doenças associadas a esta levedura (ASHBEE, 2007). 

As espécies de Malassezia possuem uma parede celular muito fina, a qual é envolta 

por uma camada lamelar ou capsular que contém lipídeos, podendo ser removida com 

solventes. Malassezia spp. produz uma série de metabólitos, incluindo gama-lactonas, 



 

 

12 

que dão aos organismos seu odor característico. Quando essas leveduras são semeadas 

em meios de culturas contendo ácido oléico, há produção de ácido azelaico além de 

outros ácidos dicarboxílicos. Ácido azelaico é inibidor de neutrófilos e também atua 

como inibidor competitivo de tirosinase, uma enzima fundamental na melanogênese, 

levando à especulação que o ácido azelaico pode ser importante nas mudanças de 

pigmentação da pele, visualizadas na pitiríase versicolor (ASHBEE, 2007). As lesões de 

hipopigmentação e hiperpigmentação da pele, causadas pela doença, também podem ser 

parcialmente compreendidas pela geração de pigmentos derivados de triptofano (TRP) e 

outros indóis através da ação de transaminase 1 (TAM 1). Cicloserina é um inibidor de 

TAM e é capaz de inibir completamente, in vitro, a produção de pigmento em M. furfur 

(MAYSER & RIECHE, 2009). 

Considerando que leveduras são microorganismos comensais, elas podem tornar-se 

patogênicas sob certas circunstâncias, causando doenças em mamíferos domésticos 

(GUILLOT et al., 1994), particularmente dermatite e otite em cães (KOWALSKI, 1988; 

MASON & EVANS, 1991). A frequência e quantidade da população de M. 

pachydermatis variam marcantemente entre diferentes sítios anatômicos nos cães 

(BENSIGNOR et al., 2002; BOND et al., 1994; BOND et al., 1995; BOND & LLOYD, 

1997; GUILLOT & BOND, 1999; KENNIS et al., 1995). Estes parâmetros são 

provavelmente afetados pela presença de dermatites seborréicas, atópicas e alérgicas, 

em cães com desordens na pele e ou otite (BOND et al., 1994; BOND et al., 1996; 

BOND & LLOYD, 1997). A frequência e quantidade de colônias de M. pachydermatis 

também dependem da raça dos cães (BOND et al., 1996; MASON, 1993; PLANT et al., 

1992). 

O papel patogênico das espécies de Malassezia parece estar relacionado a distúrbios 

dos mecanismos físicos, químicos ou imunológicos normais, restringindo-se à 

colonização microbiana da pele, e à produção de fosfolipases (CAFARCHIA & 

OTRANTO, 2004; GUILLOT & BOND, 1999). CAFARCHIA & OTRANTO (2004), 

em seu estudo a respeito da associação entre produção de fosfolipase por M. 

pachydermatis e lesões da pele, observaram que todos os cães com lesões apresentaram 

isolados com atividade de fosfolipase, o que permitiu a conclusão de que a atividade de 

fosfolipase pode desempenhar uma função patogênica na ocorrência de lesões de pele 

causadas pela levedura, contribuindo dessa forma para sua virulência.  
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De forma geral, toda alteração cutânea com um forte componente inflamatório pode 

favorecer a proliferação de Malassezia spp. Em certas raças, a simples presença de 

dobras cutâneas cria um ambiente favorável (umidade) ao desenvolvimento das 

leveduras lipofílicas, assim como, no meato acústico externo, a secreção de grande 

quantidade de cerúmen forma um substrato para a proliferação das leveduras. Da 

mesma forma, as alterações da epidermopoiese, que se traduzem por disqueratinizações 

e acúmulo de lipídios sobre a pele, também podem ser fatores predisponentes e 

perpetuantes (MACHADO et al., 2003).  

Embora fatores predisponentes em hospedeiros e desequilíbrio entre populações de 

microorganismos sejam vistos como requisitos básicos para a multiplicação de M. 

pachydermatis (BOND et al., 1996), a patogênese das doenças causadas por esta 

levedura é parcialmente desconhecida, assim como, os principais fatores que afetam a 

virulência do agente etiológico (COUTINHO & PAULA, 2000). 

As enzimas são proteínas essenciais para o metabolismo de todos os seres vivos e 

têm um importante papel na degradação de matéria orgânica, na infecção de 

hospedeiros e na deterioração de alimentos. Enzimas agem no controle dos processos 

bioquímicos das células vivas. Elas podem ser isoladas de animais, plantas e 

microorganismos. Esses últimos são considerados ótimas fontes para produção de 

enzimas pela indústria, principalmente devido à ampla variedade de enzimas produzidas 

(LIMA et al., 1986).  

O sistema Api-Zym® é um método semi-quantitativo de verificação de atividades 

enzimáticas aplicável a meios como tecidos, células, líquidos biológicos, 

microorganismos, solos, que permite estudar rápida e simultaneamente dezenove 

atividades enzimáticas a partir de pequenas quantidades de uma amostra. Resultados de 

Mancianti et al. (2000) sugerem que esse sistema pode ser utilizado para a 

caracterização enzimática de microorganismos fúngicos. Assim sendo, o presente 

estudo teve como objetivo os seguintes tópicos: 

 

• Verificar a intensidade da atividade de 19 enzimas de 30 isolados de Malassezia 

pachydermatis através do método semi-quantitativo Api-Zym®. 

 

• Verificar as possíveis diferenças na produção de enzimas entre os isolados 

analisados. 
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• Comparar o perfil enzimático entre as amostras provenientes de cães com sinais 

clínicos e sem sinais clínicos. 

 

 2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Malassezia pachydermatis 
 

A taxonomia do gênero Malassezia tem passado por extensivas revisões nos 

últimos dez anos e ainda está em estado de fluxo, com novas espécies descritas e outras 

demonstrando significativa diversidade (AIZAWA et al., 2001; CABAÑES et al., 

2005).  

Eichstedt foi o primeiro a descrever um fungo associado com lesões de pitiríase 

versicolor em 1846 (MOORE, 1940), contudo, somente em 1853 o organismo foi 

nomeado Microsporon furfur. A fase de levedura foi nomeada Pityrosporum, com três 

espécies reconhecidas, P. orbiculare, P. ovale e P. pachydermatis, enquanto a fase 

micelial foi nomeada Malassezia furfur. Em 1986, a sinonímia destes organismos foi 

reconhecida e o nome M. furfur formalmente aceito para organismos lipídeo-

dependentes (CANNON, 1986). Simmons & Guého (1990) descreveram uma nova 

espécie, M. sympodialis, isolado a partir de um paciente com AIDS que apresentava 

tinea capitis. 

No ano seguinte, descreveram e nomearam sete espécies de Malassezia: M. 

furfur, M. sympodialis, M. obtusa, M. globosa, M. restricta, M. slooffiae e M. 

pachydermatis (GUÉHO et al., 1996). No início do estudo, cinco novas espécies foram 

diferenciadas, entretanto, somente quatro foram nomeadas, sugerindo a possibilidade da 

existência de outras espécies. Subsequentemente, outras espécies de Malassezia foram 

descritas, incluindo M. dermatis (SUGITA et al., 2002), M. japonica (SUGITA et al., 

2003), M. nana (HIRAI et al., 2004), M. yamotoensis (SUGITA et al., 2004), M. equina 

e M. caprae (CAFARCHIA et al., 2008). 

Variações na morfologia das colônias e características dos isolados de M. furfur 

levaram à descrição de três sorovares (CUNNINGHAM et al., 1990) e ao 

reconhecimento contínuo de diferentes formas de organismos por vários grupos de 

pesquisa (FAERGEMANN, 1993; MIDGLEY, 1989). Na tentativa de resolver essa 

confusão, Guillot & Guého (1995) coletaram isolados de várias espécies animais e 
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sequenciaram a subunidade rRNA, além de compararem o DNA e sua recombinação. 

Seus resultados demonstraram que havia significantes diferenças, e suficientes para a 

separação em espécies distintas.  

Considerando a necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre a epidemiologia 

e a patogenia das infecções associadas à M. pachydermatis, recentemente foram 

estudadas características moleculares de 110 amostras isoladas de casos clínicos de cães 

e gatos, através da técnica de amplificação randômica de DNA polimórfico (RAPD) e 

análise da sequência nucleotídica do gene quitina sintase 2 (CHS2). Essa investigação 

revelou a existência de 4 tipos geneticamente distintos: A (84,6%), B (11,8%), C (0,9%) 

e D (2,7 %). A M. pachydermatis tipo A (predominante) foi isolada de lesões de várias 

doenças (otite externa, pioderma, dermatites atópica, alérgica à picada de pulgas e 

seborréica), enquanto aquelas dos tipos B, C e D foram isoladas majoritariamente de 

otites externas (AIZAWA et al., 2001).   

A levedura lipofílica M. pachydermatis é parte da microbiota cutânea normal de 

muitos vertebrados, como carnívoros domésticos e silvestres (incluindo cão, raposa, 

gato e urso) (CAFARCHIA et al., 2008b). Ela é comumente encontrada, em cães 

saudáveis, nos canais auditivos, lábios, axilas, espaços interdigitais, sacos anais, reto e, 

com menos frequência, focinho e aparelho genital (SCOTT et al., 2001; BOND, 2002). 

Por outro lado, é capaz de sobreviver no meio ambiente somente por curtos períodos 

(COUTINHO & PAULA, 2000). 

M. pachydermatis é a única espécie do gênero que não exige uma fonte exógena de 

lipídeo para crescimento (ASHBEE, 2006; BLANCO et al., 2000). Na Medicina 

Veterinária, é a espécie mais importante do gênero, embora outras espécies estejam 

relacionadas a desordens na pele. 

Essa levedura pode se tornar patogênica sempre que ocorrer alterações 

microclimáticas na superfície da pele ou na defesa do hospedeiro. E atualmente, é 

amplamente aceito o fato de que dermatite por Malassezia é uma doença comum de 

cães. Desde a primeira descrição por Dufait em 1983, a mudança de opinião, em relação 

à importância desta doença na dermatologia veterinária, é ilustrada pelo número de 

artigos na literatura (NEGRE et al., 2008).  

Dermatite por Malassezia pode ocorrer em cães de qualquer sexo, idade e raça, com 

a predisposição de algumas raças, como por exemplo, West Highland White Terriers, 
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Basset Hounds, Poodles, Australian Silky Terriers e American Cocker Spaniels 

(DUFAIT, 1983; MAUDLIN et al., 1997; PLANT et al., 1992; SCOTT et al., 2001). 

Em cães, ela pode ser localizada ou generalizada. Sinais clínicos são variáveis: 

eritema, prurido leve a severo, alopecia, exsudação gordurosa e descamação são 

geralmente observados. Lesões secundárias incluem escoriações, liquenificação, 

hiperpigmentação e exsudação. Em casos generalizados, um odor ofensivo e rançoso é 

comumente relatado. Uma mancha marrom-avermelhada nas patas é visível em caso de 

paroníquia. E por fim, otite externa também é associada com a presença dessas 

leveduras (BOND & LLOYD, 1997; MUSE, 2000; SCOTT et al., 2001). 

O primeiro caso de dermatite em cães causada por M. pachydermatis no Brasil foi 

descrito em 1979 por Larsson et al. Posteriormente, Larsson et al. (1988), ao avaliar 23 

casos de cães com malasseziose, observaram que a seborréia primária provavelmente 

não é fator predisponente, embora possa ocorrer como uma manifestação secundária a 

essa levedurose. 

O papel de M. pachydermatis como patógeno tem sido debatido há muito tempo. 

Dufait (1983) e depois Mason & Evans (1991) determinaram a levedura como um 

agente causador de doença. Suspeita-se que a sua proliferação seja promovida pela 

excessiva produção sebácea ou rompimento da barreira epidermal, tal como ocorre em 

doenças relacionadas com hipersensibilidade (atopia, reações cutâneas alimentares 

adversas, hipersensibilidade à picada de insetos e alergia por contato), infecção por 

ectoparasitas, pioderma bacteriano e doenças endócrinas (hiperadrenocorticismo, 

hipotireoidismo, diabetes mellitus) (BOND et al., 1996). Glicocorticóides, em longo 

prazo, podem também aumentar as populações de Malassezia (SCOTT et al., 2001; 

WHITE et al., 1998), enquanto que não se considera a administração de antibacterianos 

como fator predisponente (MATOUSEK & CAMPBELL, 2002; PLANT et al., 1992). 

O diagnóstico é obtido pela observação direta das leveduras através de técnicas 

citológicas, de cultura e histopatológicas (NEGRE at al., 2008).  A coloração é 

indispensável (MGG, Gram ou kits de colorações rápidas) e, com a objetiva de imersão, 

as leveduras lipofílicas são facilmente identificadas. A presença de numerosas leveduras 

(em média mais de 3-5 por campo microscópico) é altamente significativa, enquanto 

que a interpretação do achado de poucas leveduras deve ser sempre feita conjuntamente 

com os dados da anamnese e do aspecto clínico (MACHADO et al., 2003). O 

diagnóstico baseado na avaliação do número de leveduras, não leva em conta que 
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algumas delas poderiam apresentar potentes fatores de virulência; ou os hospedeiros 

poderiam ser atipicamente sensíveis a estes organismos (ex: hipersensibilidade à 

Malassezia). Em ambos os casos, sinais de dermatite por Malassezia provavelmente se 

desenvolveriam na presença de pequeno número de organismos (NEGRE et al., 2008). 

Otite externa associada com M. pachydermatis é frequentemente caracterizada 

por um exsudato úmido, marrom ou amarelo, com variável eritema e prurido (GRIFFIN, 

1993; GUILLOT & BOND, 1999).  

Os fatores que favorecem a proliferação e transição de um organismo comensal 

para um aparente patógeno, na pele canina, são pouco compreendidos; mas 

provavelmente reflete distúrbios de mecanismos físicos normais, químicos ou 

imunológicos que restringe a colonização da pele. Doenças concomitantes são 

reconhecidas em muitos, mas não em todos, casos de dermatite por Malassezia em 

caninos, e a correção da doença concorrente pode prevenir ou reduzir a freqüência da 

recidiva em alguns cães (GARCIA & BLANCO, 2000). Alguns cães atópicos 

apresentam alto número de leveduras, tanto na pele lesada como em áreas não afetadas 

(ASHBEE, 2007; ROSSYCHUCK, 1994). Teste de reatividade intradermal foi 

observado em cães atópicos, seguido de injeção de extratos de M. pachydermatis, em 

concentrações que não causam nenhuma reação em cães saudáveis; sugerindo que a 

hipersensibilidade aos alergenos da levedura pode estar envolvida na patogênese em 

alguns casos da doença atópica (MORRIS & ROSSER, 1995). 

Em gatos, dermatite associada com Malassezia spp. é frequentemente relatada 

naqueles com doenças metabólicas ou endócrinas, neoplasia e infecção com vírus da 

leucemia felina (FeLV) e vírus da imunodeficiência felina (FIV). Alguns relatos 

sugerem que o crescimento excessivo de Malassezia spp. pode ser encontrado em 

felinos com doenças alérgicas de pele (AHMAN et al., 2007; ORDEIX et al., 2007). 

M. pachydermatis tem a habilidade de estimular o sistema imune via rota 

clássica e alternativa do complemento, atuando como um adjuvante e estimulando tanto 

resposta humoral como celular em indivíduos saudáveis ou com condições associadas 

ao agente (ASHBEE et al., 1994 a,b; SOHNLE & COLLINS-LECH, 1983; SUZUKI et 

al., 1998; TAKAHASHI et al., 1986). A ativação do complemento é responsável pela 

inflamação, associada com dermatite seborréica. Em contraste, é capaz de resistir à 

destruição fagocítica por neutrófilos e citocinas quando em co-cultura com células 

mononucleares sanguíneas periféricas (KESAVAN et al., 1998; RICHARDSON & 
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SHANKLAND, 1991). Este comportamento aparentemente contraditório pode estar 

associado à camada capsular, rica em lipídeos, que envolve as células das leveduras, e é 

responsável pela ausência de inflamação associada com Malassezia em seu estado 

comensal (ASHBEE, 2007; ASHBEE & EVANS, 2002; MITTAG, 1995). 

Compreender a aparentemente contraditória habilidade de suprimir ou não a 

resposta imune contra si próprio, pode ser a chave para o entendimento de como a 

Malassezia spp. ocorre tanto como comensal e patógeno (ASHBEE, 2006). 

Opções terapêuticas atuais incluem terapia sistêmica com cetoconazole ou 

itraconazole e/ou terapia tópica com derivados azólicos, ou outros agentes tais como 

sulfato de selênio e clorexidina (MASON & EVANS, 1991; MASON & STEWART, 

1993). 

 

2.2. Sistema Api-Zym® 

 

Inicialmente, o kit Api-Zym® foi utilizado na identificação de enzimas 

bacterianas, sendo os padrões enzimáticos obtidos utilizados para taxonomia e 

tipificação dos microorganismos (HUMBLE et al., 1977). Esses autores relatam que o 

método é de fácil uso, não requer reagentes além dos que são fornecidos pelo kit e o 

resultado da maioria dos organismos é de fácil interpretabilidade e repetibilidade. 

Embora não tenha sido desenvolvido para alcançar a precisão de procedimentos 

espectrofotométricos ou eletroforéticos, o kit Api-Zym® pode ser usado em métodos de 

“screening”, proporcionando assim um amplo espectro de determinações enzimáticas 

(ZANETTE, 2010). 

Essas vantagens levaram diversos autores a utilizar o respectivo kit não só em 

bacteriologia, mas também em micologia. A viabilidade do seu uso foi comprovada na 

pesquisa enzimática de fungos filamentosos (PAPINI & MANCIANTI, 1996; SÁENZ-

DE-SANTAMARÍA et al., 2006) e leveduriformes (MANCIANTI et al., 2000), 

leveduras de interesse médico (CASAL & LINARES, 1983) e industrial 

(PENNACCHIA et al., 2008), larvas de Oestrus ovis (ANGULO-VALADEZ et al., 

2007), entre outros. 

Os substratos presentes nos poços das galerias do kit Api-Zym® (Figura 1) 

permitem verificar a atividade de diferentes grupos de enzimas, sendo elas: proteases, 

éster hidrolases, fosfohidrolases e glicosidases. Todos esses grupos exercem função 
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tanto na invasão tecidual quanto na nutrição do organismo invasor. Um patógeno que 

invade tecidos de mamíferos deve ser capaz de crescer na temperatura corporal de seu 

hospedeiro, e, presumidamente, secretar enzimas para digerir proteínas ou lipídios, que 

servem como fonte primária de calorias (DAVIS et al., 2006). No entanto, é importante 

presumir com cuidado o papel de uma enzima em particular quando o experimento 

restringe-se a um único aspecto do ciclo de vida do patógeno como um todo. Assim, 

seria impossível saber se o crescimento de um mutante deficiente, em determinada 

enzima, cessou porque este encontrou uma barreira física ou porque se esgotou sua 

fonte de nutrientes (RAVISHANKAR et al., 2001). Por esta razão, a significância de 

enzimas degradadoras de tecidos no processo infeccioso permanece uma questão não 

esclarecida completamente (ZANETTE, 2010). 

Os testes enzimáticos são inoculados com uma suspensão densa, que reidrata os 

substratos. As reações produzidas durante o período de incubação traduzem-se por 

viragens de cor, reveladas pela adição de reagentes (Tabela 1). 

 

 

 

 

 
      Figura 1. Sistema Api-Zym® inoculado com M. pachydermatis (isolado 97BM). Incubação 

                   a 37°C/4 h. Note as reações positivas (seta maior) e negativas (seta menor). 
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TABELA 1 – Enzimas avaliadas pelo sistema Api-Zym®, com os respectivos substratos e formas de 
apresentação da reação positiva, presentes em cada orifício da galeria que compõe o “kit”. 

Nº. do 
orifício 

Enzimas avaliadas Substratos Reação positiva 
(cor) 

01 Controle Sem substrato Transparente 

02 Fosfatase alcalina 2-nafitil fosfato Violeta 

03 Esterase (C4) 2-nafitil butirato Violeta 

04 Esterase lipase (C8) 2-nafitil caprilato Violeta 

05 Lipase (C14) 2-nafitil miristato Violeta 

06 Leucina arilamidase L-leucil-2-naftilamida Laranja 

07 Valina arilamidase L-valil-2-naftilamida Laranja 

08 Cistina arilamidase L-cistil-2-naftilamida Laranja 

09 Tripsina 
N-benzoil-DL-arginil-2-

naftilamida Laranja 

10 Quimotripsina 

N-glutaril-fenilalanina-2-
naftilamida 

 Laranja 

11 Fosfatase ácida 2-naftil fosfato Violeta 

12 
Naftol-AS-BI-
fosfohidrolase naftol-AS-BI-fosfato Azul 

13 Α-galactosidase 

6-Br-2-naftil-αD-galactopiranosida 

 Violeta 

14 Β-galactosidase 2-naftil-βD- galactopiranosida Violeta 

15 Β-glicuronidase naftil-AS-BI-βD-glicuronida Azul 

16 α-glicosidase 2-naftil-αD-glicopiranosida Violeta 

17 β-glicosidase 6-Br-2-naftil-Βd-glicopiranosida Violeta 

18 N-acetil-β-glicosaminidase 1-naftil-N-acetil-βD-glicosaminida Castanho 

19 α-manosidase 6-Br-2-naftil-αD-manopiranosida Violeta 

20 α-fucosidase 2-naftil-αL-fucopiranosida Violeta 
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RESUMO 

A levedura Malassezia pachydermatis é parte da microbiota cutânea normal da 

maioria dos vertebrados homeotérmicos. Entretanto, sob certas condições como, alta 

umidade relativa, pele oleosa, tratamento corticosteróide e imunodeficiência, pode se 

tornar patogênica e causar dermatopatias. O seu papel patogênico parece estar 

relacionado a distúrbios dos mecanismos físicos, químicos ou imunológicos normais e à 

produção de enzimas. Malassezia spp. produz uma ampla série de enzimas, incluindo 

lipases, fosfolipases e hidrolases. O sistema Api-Zym® é um método semi-quantitativo 

de verificação de atividades enzimáticas aplicável a meios como tecidos, células, 

líquidos biológicos, microorganismos, solos, que permite estudar rápida e 

simultaneamente dezenove atividades enzimáticas. Ao utilizar este método em 30 

isolados de Malassezia pachydermatis, constatou-se que as fosfohidrolases: fosfatase 

ácida e naftol-AS-BI-fosfohidrolase destacaram-se tanto em presença quanto 

intensidade de sua produção entre os isolados analisados, independente do sinal clínico 

associado ao animal utilizado para coleta das amostras. Este trabalho teve como 

objetivo caracterizar isolados de Malassezia pachydermatis através do perfil enzimático.  

Palavras-chave: Malassezia pachydermatis, enzimas, Api-Zym®, atividade enzimática, 

cães. 
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INTRODUÇÃO 

O gênero Malassezia compreende leveduras lipofílicas que fazem parte da 

microbiota cutânea do homem e animais. O seu isolamento a partir do meio ambiente é 

excepcional, pois sua sobrevivência está condicionada à presença de uma fonte lipídica, 

excetuando-se a espécie Malassezia pachydermatis, que é menos exigente no 

requerimento de lipídeos para seu desenvolvimento (Guého et al, 1996; Guillot & Bond, 

1999a; Sidrim & Moreira, 1999).  

M. pachydermatis é a espécie mais adaptada aos animais, sendo frequentemente 

isolada como microbiota de conduto auditivo e derme de cães, gatos e outras espécies 

de animais domésticos e selvagens. Em cães tem sido comumente associada a quadros 

clínicos de otites externas e dermatites, estando sua proliferação intensa associada a 

processos de desequilíbrio local ou sistêmico (Guillot & Bond, 1999a; Leite et al., 2003; 

Machado et al., 2003). 

 Uma vez que ocorre a colonização, acredita-se que M. pachydermatis libera 

proteases, lipases, fosfatases e ureases, que alteram a qualidade do produto de secreção 

das glândulas sebáceas, que protege a pele, e rompem a superfície epidermal (Mathieson 

et al., 1998). 

A maioria dos métodos usados em laboratórios de microbiologia clínica para a 

identificação de microorganismos exige o crescimento dos mesmos e a detecção dos 

resultados finais de atividades metabólicas complexas. Uma alternativa é o uso do 

sistema para detecção de esterases, lipases, peptidases e outras enzimas, descrito por 

Buissiere et al. (1967), que foi modificado e comercializado, disponível como sistema 

Api-Zym® (Humble et al., 1977). A partir desse sistema, objetivou-se a caracterização 

de isolados de Malassezia pachydermatis através do seu perfil enzimático. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados 30 isolados de M. pachydermatis: 24 amostras genotipadas 

como subtipo A1, isoladas de cães, provenientes do Hospital de Clínicas Veterinárias-

UFRGS, processadas no Setor de Micologia, Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul (UFRGS); e 6 amostras, também isoladas de cães, provenientes da cidade de 

Cuiabá, MT, processadas no Laboratório de Pesquisas Micológicas (LAPEMI), 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). 

A possibilidade de produção de 19 enzimas extracelulares pela levedura foi 

verificada através da utilização do método semi-quantitativo Api-Zym® (BioMérieux, 

São Paulo, Brasil). As seguintes atividades enzimáticas foram testadas: fosfatase 

alcalina, esterase (C4), esterase lipase (C8), lipase (C14), leucina arilamidase, valina 

arilamidase, cistina arilamidase, tripsina, quimotripsina, fosfatase ácida, naftol-AS-BI-

fosfohidrolase, α-galactosidase, β-galactosidade, β-glicuronidase, α-glicosidase, β-

glicosidase, N-acetil-β-glicosaminidase, α-mannosidase e α-fucosidase. 

O inóculo foi preparado a partir do subcultivo das amostras em meio de Dixon 

modificado, e após 48h de incubação em estufa CO2 a 37°C, quantificou-se por 

espectrofotometria. Para isso as amostras foram quantificadas em tubos contendo 5 ml 

de solução salina estéril a 0,085%, e a leitura feita em um comprimento de onda de 530 

nm e transmitância de 85% (M27-A2, NCCLS, 2002). 

Cada poço do sistema Api-Zym® foi inoculado com 65 µl da solução e a 

incubação realizada dentro de 4h a uma temperatura de 37°C. Após esse período, 

adicionou-se uma gota de reagente Zym A (2,5 g de Trysma base, 1,1 ml de ácido 

clorídrico 37%, 1,0 g lauril sulfato de sódio e 10 ml de água destilada esterilizada) e 

Zym B (0,04 g de “Fast blue BB” e 10 ml de metoxietanol) a cada poço. A partir da 

estabilização das colorações, a leitura foi efetuada, anotando-se os resultados (escala 
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arbitrária de 0 a 5) conforme a intensidade da cor de cada orifício, sendo “0” 

correspondente a uma reação negativa e “5” correspondente a uma reação de 

intensidade máxima.      

Os resultados foram então convertidos em nanomoles (nmol) de substrato 

hidrolizado, conforme a seguir: 1=5 nmol, 2=10 nmol, 3=20 nmol, 4 =30 nmol, 5 ≥ 40 

nmol. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. 

 

RESULTADOS 

Dentre as 30 amostras, 27 foram isoladas de cães com variadas patologias, entre 

elas, doenças auto-imunes: atopia (15) e pênfigo (1); dermatopatias: dermatite alérgica à 

picada de pulga (DAPP) (2), sarna demodécica (2) e dermatite seborréica (1); e otites 

(6). As três amostras restantes foram isoladas de cães que não apresentavam sinais 

clínicos.  

As enzimas Leucina arilamidase e naftol-AS-BI-fosfohidrolase estiveram 

presentes em 100% das amostras. Fosfatase ácida em 96,7%, esterase 93,3%, esterase 

lipase 90%, β-glicosidase 46,67% e fosfatase alcalina 43,3% das amostras (Tabela 1). 

As enzimas restantes foram menos presentes: valina arilamidase 40%; cistina 

arilamidase 30%; lipase, α-quimotripsina e α-glicosidase 26,7%; tripsina 23,3%; N-

acetil-β-glicosaminidase 20%, e por fim, α-galactosidase, β-galactosidase, β-

glicuronidase, α-manosidase e α-fucosidase detectadas em 10% de todas as amostras. 
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Tabela 1 – Isolados de M. pachydermatis classificados pela origem, doença do cão que deu origem  
ao isolado e atividade enzimática analisada através do sistema Api-Zym®. 

 
*DAPP=Dermatite Alérgica à Picada de Pulga -*SD=Sarna demodécia -*DS=Dermatite seborréica  
 N(Naftol-AS-BI-Fosfohidrolase) – LA(Leucina Arilamidase) – FA(Fosfatase Ácida) – E(Esterase)  
 EL(Esterase Lipase) – VA (Valina Arilamidase) – βG (β-Glicosidase) – FAL (Fosfatase Alcalina)      
 CA(Cistina Arilamidase) – αG(α-Glicosidase) – αQ(α-Quimotripsina) – T(Tripsina) – L(Lipase)   
  NA (N-  Acetil-β-Glicosaminidase) – βGA (β-Galactosidase) – αGA (α-Galactosidase)                        
  βGL (β-Glicuronidase) – αM (α-Manosidase) – αF (α-Fucosidase). 
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Quanto à produção enzimática, os resultados obtidos foram: fosfatase ácida 4(30 

nmol); naftol-AS-BI-fosfohidrolase 3,6(24 nmol); esterase 2,3(12 nmol); leucina 

arilamidase 2,2(11nmol); esterase lipase 1,5(8 nmol); β-glicosidase 0,3(2 nmol); valina 

arilamidase 0,3(1 nmol); fosfatase alcalina 0,2(1 nmol); cistina arilamidase e α-

glicosidase 0,2(1 nmol); lipase e α-quimotripsina 0,1(0,8 nmol); tripsina 0,1(0,7 nmol); 

N-acetil-β-glicosaminidase 0,08(0,4 nmol); e por fim, α-galactosidase, β-galactosidase, 

β-glicuronidase, α-manosidase e α-fucosidase 0,04(0,2 nmol) (Gráfico 1). 

As amostras 47CM, 84CM e 114AS, isoladas, respectivamente, de cães com 

atopia, pênfigo e sem sinais clínicos; foram as que apresentaram maior produção de 

enzimas diferentes, totalizando 19 enzimas. 
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        Gráfico 1 – Atividade enzimática prevalente dos isolados de M. pachydermatis  
        avaliados. 
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DISCUSSÃO 

Malassezia spp. produz muitas enzimas que contribuem para inflamação cutânea 

através de proteólise, lipólise (altera o filme cutâneo lipídico), alterações no pH da pele, 

liberação de eicosanóides e ativação do complemento (Mason, 1993). 

Os mecanismos patogênicos de M. pachydermatis causam inflamação e prurido, 

os quais promovem a formação de microambientes favoráveis para a proliferação da 

levedura (Patterson & Frank, 2002). 

Com notável exceção de Malassezia pachydermatis, todas as espécies 

conhecidas de Malassezia necessitam de lipídeos fornecidos externamente para seu 

crescimento (Brunke & Hube, 2006). Espécies lipídeo-dependentes de Malassezia 

produzem uma série de enzimas. Atividade de lipase foi demonstrada dentro da parede 

celular e em sítios de membrana da levedura in vitro, usando técnicas histoquímicas e 

microscopia eletrônica. Isso sugere que a enzima é sintetizada intracelularmente e 

exportada para a superfície celular (Catterall et al., 1978). Diversos estudos a respeito 

do perfil bioquímico de M. pachydermatis demonstraram a produção in vitro de várias 

enzimas, incluindo fosfatase ácida e alcalina, condroitina sulfatase, esterase, esterase 

lipase, galactosidase, glicosidase, hialuronidase, leucina arilamidase, lipase, lecitinase, 

peroxidase, fosfoamidase, fosfolipase, fosfohidrolase, protease e urease (Bond, 2002; 

Coutinho & Paula, 2000; Guillot & Bond, 1999a; Mathieson et al., 1998).  

Como se acredita que proteases sejam mediadores de prurido em terminais 

neurais livres da pele, as mesmas liberadas pela levedura poderiam também contribuir 

para o prurido. Malassezia spp. também produzem lipases, que alteram a produção de 

sebo e levam à formação de ácidos graxos livres na superfície da pele. Lipídeos 

liberados podem ser usados para nutrição pelas leveduras, e ácidos graxos livres 

forneceriam proteção através da inibição de outros organismos (Chen & Hill, 2005). 
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Consequentemente, enzimas lipolíticas, tais como lipase, esterase, fosfolipase e 

lisofosfolipase são consideradas como estreitamente associadas à virulência de 

Malassezia spp. (Juntachai et al., 2009). 

Os resultados encontrados neste estudo foram semelhantes aos apresentados por 

Mancianti et al. (2000), no qual analisaram 20 isolados de M. pachydermatis também 

pelo sistema Api-Zym®, apresentando 15 atividades enzimáticas, dentre as quais 

esterase lipase, fosfatase ácida e naftol-AS-BI-fosfohidrolase destacaram-se entre a 

amostragem estudada. Esses dados confirmam a importância de esterase lipase, 

fosfatase ácida e naftol-AS-BI-fosfohidrolase no perfil bioquímico de M. 

pachydermatis, embora não haja estudos que comprovem a relação dessas enzimas com 

a patogenicidade da levedura. 

Nowicki (1995) também observou alta atividade das enzimas fosfatase ácida, 

fosfatase alcalina e naftol-AS-BI-fosfohidrolase, durante seu estudo sobre as 

propriedades hidrolíticas de dermatófitos. No estudo de Kurnatowska (1998), a respeito 

da atividade de enzimas hidrolíticas de Candida albicans, as diferenças observadas 

foram estatisticamente significantes na atividade de esterase, leucina arilamidase, valina 

arilamidase, fosfatase ácida, naftol-AS-BI-fosfohidrolase, β-glicosidase e N-acetil-β-

glicosaminidase. 

As amostras 47CM, 84CM e 114AS foram as que apresentaram maior produção 

de enzimas diferentes, totalizando 19 atividades enzimáticas. Estas amostras são 

provenientes, respectivamente, de caninos com atopia, pênfigo e sem a presença de 

sinais clínicos, o que poderia exemplificar a não correlação entre maior ou menor 

atividade enzimática da levedura com dermatopatias específicas, embora seja necessária 

uma maior quantidade de isolados para sustentar tal conclusão. Coutinho & Paula 

(2002), ao analisar quatro enzimas, sendo elas, condroitina sulfatase, hialuronidase, 
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fosfolipase e protease, produzidas pela secreção do conduto auditivo de cães com otite e 

isoladas da pele de cães com dermatite, encontraram resultados semelhantes. Todas as 

30 amostras estudadas demonstraram atividade de proteinase e condroitina sulfatase, 

enquanto que 29 amostras demonstraram atividade de fosfolipase e hialuronidase.  

Embora o estudo de Coutinho & Paula (2002) não tenha determinado o grau de 

influência destas enzimas na virulência em infecções por M. pachydermatis, sugere-se 

que tais enzimas contribuam para o potencial patogênico da levedura. Em contrapartida, 

segundo Bond (2002), maior atividade de esterase (C4) foi detectada em suspensões 

celulares de cepas de M. pachydermatis obtidas a partir de cães saudáveis quando 

comparada aqueles com dermatite. 

É importante ressaltar que a idade, sexo e período de amostragem não são 

comumente considerados fatores predisponentes para infestações por Malassezia em 

cães (Carlotti & Taillieu-Le Roy, 1997; Crespo et al., 2002), motivo pelo qual essas 

informações não foram incluídas neste estudo. 

As maiores frequências e tamanhos de população de leveduras de Malassezia 

spp. relatados em animais com otite, comparados a animais saudáveis, indicaram que as 

leveduras crescem em locais de infecção e desempenham uma função na patogênese da 

otite externa. Os fatores relacionados com a transição das leveduras de Malassezia de 

organismos comensais para patogênicos são pouco compreendidos, mas provavelmente 

refletem distúrbios nos mecanismos normais físicos, químicos ou imunológicos que 

restringem a colonização de microorganismos na pele (Guillot & Bond, 1999b; Morris, 

1999; Scott & Miller, 1995). Além disso, o crescimento em excesso da levedura em 

locais de infecção demonstra ser um importante fator indutor da doença, bem como a 

produção de fosfolipases (Cafarchia & Otranto, 2004). 
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CONCLUSÃO 

As fosfohidrolases fosfatase ácida e naftol-AS-BI-fosfohidrolase destacaram-se 

tanto em presença quanto em intensidade de produção entre os isolados analisados, 

independente do sinal clínico associado ao animal utilizado para coleta das amostras. 

Esses dados também foram encontrados em estudos semelhantes, o que evidencia a 

relevância dessas enzimas no processo bioquímico de M. pachydermatis, embora sejam 

necessários maiores estudos para designar o papel específico de tais enzimas e 

determinar sua correlação com o processo patogênico da levedura. 
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4. DISCUSSÃO 

Fungos desempenham importantes funções como simbiontes, patógenos e 

sapróbicos. Para isto, eles precisam secretar enzimas capazes de decompor várias 

substâncias orgânicas. Isto permite às enzimas secretadas escapar ao exterior onde elas 

podem degradar macromoléculas orgânicas tais como amido ou celulose (COCHRANE, 

1958). As enzimas são proteínas essenciais para o sistema metabólico de todos os 

organismos vivos e têm um importante papel na degradação de matéria orgânica, em 

infecção de hospedeiros e deterioração de alimentos (LEHNINGER, 1988). 

A patogênese de microorganismos fúngicos está relacionada a vários fatores. 

Entre eles, aderência, dimorfismo, toxina e produção de enzimas, bem como, a 

composição da superfície celular são as mais importantes (ODDS, 1988). Enzimas 

hidrolíticas extracelulares podem contribuir para a invasividade e proliferação fúngica 

por causar danos às células hospedeiras e fornecer materiais degradados como 

nutrientes para os organismos principalmente em micoses superficiais (OGAWA & 

TSUOBI, 1997).  

Disfunção imunológica (imunidade celular, secreção de IgA) poderia também 

promover crescimento de Malassezia spp. na pele. Por exemplo, a displasia epidermal 

do West Highland White Terrier poderia ser associada com a predisposição genética à 

pobre resposta de células T contra a levedura (SCOTT et al., 2001). 

Ran et al. (1993) demonstraram a atividade de lipase em fração insolúvel de M. 

furfur, relatando que os perfis de lipase eram similares aos de lipase de Candida rugosa. 

Plotkin et al. (1996) detectaram atividade de lipase no sobrenadante da cultura de M. 

furfur, bem como em sua fração insolúvel ligada à parede celular, e também 

demonstraram que a lipase poderia ser separada em três picos principais pela 

cromatografia, o que evidenciou a existência de três lipases diferentes. Baseado nisso, a 

metodologia do sistema Api-Zym® torna-se questionável, pois não avalia a 

multiplicidade de uma mesma enzima, nem a multiplicidade de suas atividades, 

conforme o substrato utilizado na reação. Além disso, a interpretação dos dados obtidos 

pelo kit comercial é através da visualização da intensidade da coloração das reações, 

isto é, uma interpretação um tanto quanto subjetiva. 

Sabe-se que a dependência lipídica de Malassezia spp. é devido a um defeito na 

síntese de ácido mirístico, o qual serve como precursor da cadeia de ácidos graxos 

(PORRO et al., 1976; SHIFRINE & MARR, 1963). Contudo, a membrana celular 



 

 

35 

consiste principalmente de lipídeos (MITTAG, 1995), e acredita-se que ela esteja 

envolvida no processo de patogênese do microorganismo. Semelhante à cápsula de 

polissacarídeos de Cryptococcus neoformans (ELLERBROEK et al., 2004), essa 

camada lipídica parece proteger M. furfur da fagocitose (ASHBEE & EVANS, 2002) e 

regular a resposta imune inflamatória (KESAVAN et al., 2000). Além disso, a adesão às 

células hospedeiras pode ser mediada pela hidrofobicidade da parede celular rica em 

lipídeos (MITTAG, 1995) como foi demonstrado por algumas bactérias aeróbicas 

corineformes (BOJAR et al., 2004). Assim, a habilidade de metabolizar lipídeos e 

integrar ácidos graxos à membrana celular fúngica é essencial para o crescimento e 

sobrevivência no ambiente do hospedeiro e contribui notavelmente para a 

patogenicidade de M. furfur. Consequentemente, as enzimas necessárias para essas 

atividades podem ser consideradas como fatores de virulência (BRUNKE & HUBE, 

2006). 

A atividade de lipoxigenase da levedura pode estar envolvida nas alterações 

patológicas associadas com pitiríase versicolor. Níveis aumentados de lipoperóxidos 

foram detectados em lipídeos de lesões de pele de pacientes com pitiríase versicolor. Os 

subprodutos de lipoperoxidação induzida pela atividade de lipoxigenase da levedura 

foram considerados a causa de danos aos melanócitos, resultando na hipopigmentação 

vista na pitiríase versicolor. In vitro, M. furfur também produz fosfolipases, a atividade 

das mesmas foi considerada a causa da liberação de ácido araquidônico a partir de 

linhagens celulares epiteliais humanas, um mecanismo pelo qual Malassezia spp. 

podem promover inflamação na pele (CHEN & HILL, 2005).  

Em estudo preliminar, Shibata et al. (2006) tentaram isolar as lipases de M. furfur, 

levedura lipídeo-dependente, de sobrenadante em cultura contendo lipídeo. Entretanto, a 

atividade lipolítica no meio e a produção da enzima foram pequenas. Ao contrário, o 

sobrenadante da cultura de M. pachydermatis, levedura não lipídeo-dependente, 

demonstrou alta atividade enzimática, e o isolamento da enzima a partir do meio, o qual 

não continha lipídeos, foi mais fácil se comparado com o realizado em meios contendo 

lipídeos para espécies lipídeo-dependentes de Malassezia. Existe a possibilidade de que 

a baixa atividade lipolítica do sobrenadante de culturas de espécies lipofílicas de 

Malassezia seja responsável pela associação de enzimas aos componentes da parede 

celular. Consequentemente, em seu estudo, Shibata et al. (2006) purificou, caracterizou 

e clonou uma enzima lipolítica extracelular de M. pachydermatis, passo fundamental 



 

 

36 

para o entendimento das bases moleculares e o seu papel na virulência destes patógenos 

lipofílicos do gênero Malassezia. 

Os resultados encontrados neste estudo foram semelhantes aos apresentados por 

Mancianti et al. (2000), no qual analisaram 20 isolados de M. pachydermatis também 

pelo sistema Api-Zym®, apresentando 15 atividades enzimáticas, dentre as quais 

esterase lipase, fosfatase ácida e naftol-AS-BI-fosfohidrolase destacaram-se entre a 

amostragem estudada. Esses dados confirmam a importância de esterase lipase, 

fosfatase ácida e naftol-AS-BI-fosfohidrolase no perfil bioquímico de M. 

pachydermatis, embora não haja estudos que comprovem a relação dessas enzimas com 

a patogenicidade da levedura. 

Lipases catalisam a hidrólise de ligações ésteres de triacilglicerídeos, desse modo, 

liberando ácidos graxos livres. Além do seu importante papel na biotecnologia, essas 

reações são questionadas como potenciais fatores de virulência em bactérias e fungos 

patogênicos. Outros estudos demonstram a habilidade de M. furfur liberar ácidos graxos 

a partir de diferentes lipídeos (CATTERALL et al., 1978; HAMMER & RILEY, 2000; 

MANCIANTI et al., 2000). Entretanto, parece que a atividade lipolítica tem mais 

funções do que simplesmente fornecer ácidos graxos para o crescimento celular. 

Lipídeos associados à parede celular parecem estar envolvidos na supressão da resposta 

imune pró-inflamatória (KESAVAN et al., 2000) e no impedimento da internalização e 

inativação por células fagocíticas (ASHBEE & EVANS, 2002; GUÉHO et al., 1998). 

Além disso, esses lipídeos podem participar da adesão de M. furfur às células 

hospedeiras via interações hidrofóbicas (FAERGEMANN et al., 1983; MITTAG, 

1995). 

Dentre as 30 amostras analisadas neste estudo, 27 foram isoladas de cães com 

variadas patologias, entre elas, doenças auto-imunes: atopia (15) e pênfigo (1); 

dermatopatias: dermatite alérgica à picada de pulga (DAPP) (2), sarna demodécica (2) e 

dermatite seborréica (1); e otites (6). As três amostras restantes foram isoladas de cães 

que não apresentavam sinais clínicos. Os isolados 47CM, 84CM e 114AS foram os que 

apresentaram maior produção de enzimas diferentes, totalizando 19 atividades 

enzimáticas. Estas amostras são provenientes, respectivamente, de caninos com atopia, 

pênfigo e sem a presença de sinais clínicos, o que poderia exemplificar a não correlação 

entre maior ou menor atividade enzimática da levedura com dermatopatias específicas, 

embora seja necessária uma maior quantidade de isolados para sustentar tal conclusão. 
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Bond et al. (1994), ao comparar a presença de M. pachydermatis em cães 

normais e atópicos, observaram maior densidade populacional dessa levedura em cães 

atópicos. Salientaram que os fatores que predispõem a colonização por Malassezia na 

pele de cães atópicos não estão claros, mas provavelmente envolvam anormalidades 

físicas, químicas e imunológicas. Em contrapartida, Bond et al. (1996) avaliaram as 

ocorrências raciais e doenças concomitantes num grupo de 40 cães com dermatite 

pruriginosa associada a populações elevadas de M. pachydermatis, e compararam os 

resultados com um grupo de 239 cães com dermatopatias diversas sem populações 

elevadas dessa levedura. Concluíram que os mecanismos pelos quais outras doenças 

permitem a multiplicação de M. pachydermatis ainda não são conhecidos, mas é 

possível que, em algumas situações, doenças concomitantes possam cursar com 

elevadas populações cutâneas de M. pachydermatis. Bond et al. (1996) também 

detectaram que as prevalências de doenças endócrinas, disqueratinizações e atopias não 

foram diferentes estatisticamente nos dois grupos e que a pele de cães atópicos, 

aparentemente, não é mais favorável ao desenvolvimento de M. pachydermatis do que a 

pele de cães com outras dermatopatias. 

As enzimas Leucina arilamidase e naftol-AS-BI-fosfohidrolase estiveram 

presentes em 100% das amostras. Enquanto que, fosfatase ácida, esterase, esterase 

lipase, β-glicosidase e fosfatase alcalina representaram, respectivamente, 96,7%; 93,3%; 

90%; 46,67% e 43, 3% do total de amostras. 

Fosfatase alcalina, fosfatase ácida e naftol-AS-BI-fosfohidrolase são enzimas 

importantes na degradação de compostos fósforo-orgânicos, como aqueles que podem 

estar presentes na camada lipídica da membrana plasmática das células vegetais, 

enquanto que, β-glicosidase atua na conversão do dissacarídeo celubiose em glicose 

(PERES et al., 2000). Fosfatase ácida também está relacionada com a virulência de 

bactérias e parasitas (BACA et al., 1993; SAHA et al., 1985), nos quais se acredita 

aumentar a sobrevivência dos respectivos microorganismos pela supressão da explosão 

respiratória de neutrófilos e pela produção de ânion superóxido (REILLY et al., 1996). 

Ambas fosfatase alcalina e fosfatase ácida são consideradas enzimas sem 

nenhuma localização celular específica. Estudos sobre fosfatase alcalina extracelular em 

Bacillus spp. revelaram a relação entre a biosíntese desta enzima e o metabolismo de 

carboidratos (SHAPIROVA et al., 2000). Além disso, uma correlação significantemente 

positiva foi também estabelecida entre a adesão de Candida a células epiteliais bucais 
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de mamíferos e fosfatases alcalina e ácida. Estas relações, descritas primeiramente por 

Fernanado et al. (1999), concluem que as fosfatases de espécies de Candida podem 

desempenhar um papel crucial na potencialização de sua virulência. Já a enzima β-

glicosidase pode ser tanto extracelular como intracelular (WALTON, 1994). 

Esterases e lipases são caracterizados por sua habilidade de catalizar a hidrólise 

de ligações ésteres de mono-, di- e triacilgliceróis, bem como de fosfolipídeos. Os 

ácidos graxos da pele, secretados por glândulas sebáceas, podem ser considerados como 

o principal mecanismo de defesa local, e determinadas cadeias ramificadas de ácidos 

graxos têm propriedades fungistáticas e bactericidas. A ampla atividade lipolítica de C. 

albicans é relatada como um importante fator para a persistência e virulência desta 

levedura em tecido humano (SCHALLER et al., 2005). 

CHEN et al. (1997), através do sistema Api-Zym®, detectaram atividade de 

fosfatase ácida em sobrenadantes de culturas de Cryptococcus neoformans, confirmando 

relatos anteriores desta atividade na respectiva levedura (KALINA et al., 1970; MAHVI 

et al., 1974; CASAL & LINARES, 1983; DE REUCK et al., 1986). Além de fosfatase 

ácida, também identificaram diversas atividades enzimáticas extracelulares e 

intracelulares de C. neoformans, incluindo atividades lipolíticas e esterolíticas que 

podem facilitar a infecção fúngica e a invasão nas células do hospedeiro.  

Conforme estudo de Machado et al. (2010) a maior atividade de fosfolipase foi 

detectada em culturas de M. pachydermatis a partir de caninos com lesões de pele, e 

sustenta a hipótese de uma associação entre produção de fosfolipase e seu efeito 

patológico. Além da possibilidade da produção de fosfolipase por M. pachydermatis e a 

ocorrência de lesões da pele poderem estar relacionadas com β-endorfina e/ou 

composição química da pele, o que pode regular a expressão de mecanismos de 

receptores opióides sobre as células de M. pachydermatis. Entretanto, nenhuma 

diferença foi encontrada na relação entre graus de danificação da pele e produção de 

fosfolipase. Estes dados sugerem que embora a atividade de fosfolipase possa 

desempenhar um papel nas ocorrências de dermatopatias, não parece estar relacionada à 

severidade das lesões.  Assim, Machado et al. (2010) demonstraram que a composição 

bioquímica da pele canina pode diferir, dependendo do sítio da pele e sua saúde e 

integridade, e isso pode influenciar no papel patogênico de M. pachydermatis. 

Portanto, é provável que uma série de fatores micro ambientais sobre a pele 

(incluindo flora bacteriana, pH, sais, resposta imune, bioquímica e fisiologia) 
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desempenham um significante papel na aderência, estabelecimento e crescimento desta 

levedura (CAFARCHIA et al., 2008a). Também, é especulado que Malassezia spp. tem 

a habilidade paradoxal de tanto estimular como suprimir a resposta imune diretamente 

contra si, a qual se manifesta como um equilíbrio entre comensalismo e patogenicidade 

(ASHBEE, 2007). 

Por fim, HUMBLE (1977) demonstrou que o kit comercial Api-Zym® é uma 

ferramenta importante para detecção de atividades enzimáticas específicas, e que os 

padrões obtidos podem ser úteis na taxonomia e tipificação de bactérias. Diversos 

estudos (BRASCH & ZALDUA, 1994; FERNANADO et al., 1999; SÁENZ-DE-

SANTAMARÍA et al., 2006; SCHALLER et al. 2005) confirmam sua utilidade em 

micologia. Resultados de Schwan-Estrada et al. (1997) permitem concluir que este 

sistema pode ser utilizado para seleção, identificação e caracterização preliminar de 

microorganismos até em nível de isolados. O presente estudo não concluiu a viabilidade 

do sistema Api-Zym® para a caracterização de M. pachydermatis, pois além de ser um 

método de avaliação subjetiva, não considera a multiplicidade de uma mesma enzima, 

que pode apresentar atividades diferentes conforme o substrato. 
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5. CONCLUSÕES 

 

1- Os 30 isolados de Malassezia pachydermatis avaliados neste estudo apresentaram 

maior produção de enzimas pertencentes ao grupo das peptídeo hidrolases (100%), 

fosfohidrolases (98,3%) e éster hidrolases (91,6%). 

 

2- As enzimas avaliadas leucina arilamidase e naftol-AS-BI-fosfohidrolase foram 

detectadas em 100% das amostras, fosfatase ácida em 96,7%, esterase em 93,3% e 

esterase lipase em 90%. 

 

3- Em relação à intensidade da atividade enzimática entre as amostras analisadas, 

fosfatase ácida apresentou 30 nmol, naftol-AS-BI-fosfohidrolase 24 nmol, esterase 12 

nmol, leucina arilamidase 11 nmol e esterase lipase 8 nmol. 

 

4- Não houve diferença na produção enzimática entre as amostras provenientes de cães 

com sinais clínicos e sem sinais clínicos.  
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ANEXO A – Meio de cultura Dixon modificado 
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Meio de Dixon modificado 

EXTRATO DE MALTE    3,6% 
PEPTONA      0,6% 
BILE DE BOI DISSECADA (OXBILE)  2,0% 
TWEEN 40      1,0% 
GLICEROL      0,2% 
ÁCIDO OLEICO     0,2% 
ÁGAR       2,0% 
CLORANFENICOL     0,5% 
CICLOHEXAMIDA     0,5% 
ÁGUA DESTILADA     1 L 
Ph 6.0 a 30ºC 
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