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RESUMO

Candida spp. sdo leveduras oportunistas, que habitam a cavidade bucal de uma
propor¢ao significativa da populacdo saudavel. Entretanto, sob condi¢des predisponentes,
podem provocar candidose bucal. Foram avaliados 53 pacientes com diagndstico de
periodontite, porém sauddveis sistemicamente, com o objetivo de verificar a ocorréncia
destes microrganismos em 3 sitios distintos: bolsa periodontal, sulco gengival e mucosa
bucal. As amostras foram semeadas em meio cromogénico seletivo, e a identificacao de C.
albicans e C. dubliniensis foi feita por PCR. Vinte e um pacientes (39,6%) foram positivos

para Candida spp. Nao houve diferenca significativa na freqii€ncia de colonizagdo entre os

géneros (teste 4 2, p= 0,5922), ou entre os sitios (teste x 2, p= 0,1287). Entretanto, as
bolsas periodontais foram mais densamente povoadas (UFC/mL) do que os outros sitios
(teste ANOVA, p=0,0319), podendo ser consideradas, assim, um bom reservatorio para
estas leveduras. C. albicans, foi a espécie prevalente, em relagdo as demais (teste exato de
Fischer; p=0,0088). C. dubliniensis ocorreu em um paciente, nas bolsas periodontais. A
diversidade genética de C. albicans e C. dubliniensis foi analisada pelo método de RAPD,
utilizando dois primers arbitrarios (OPA-03 e AP-03), sendo detectados 16 tipos
eletroforéticos distintos entre os 156 isolados de C. albicans e de um tipo eletroforético
entre os trés isolados de C. dubliniensis. Nao houve diferenca significativa entre os sitios
(teste ANOVA, p=0,6431), nem entre os géneros (teste t de student, p=0,892), quanto a
diversidade genotipica de C. albicans. Todos os isolados apresentaram atividade enzimética
de aspartil proteinases (Saps) e de fosfolipases, podendo ser considerados, portanto,
potencialmente patogé€nicos. A propagacdo sist€émica de linhagens potencialmente
patogénicas de C. albicans e C. dubliniensis, assim como de outras espécies do género,
poderia ser favorecida em determinados grupos populacionais, especialmente quando as
bolsas periodontais se apresentassem densamente colonizadas. Estudos longitudinais seriam
necessarios, para acessar o grau de manutencao dessas linhagens, em diferentes populagdes,
incluindo a avaliac@o dos fatores de viruléncia e da susceptibilidade a agentes antiftingicos,
bem como verificar a eficicia da terapia periodontal no controle e/ou eliminacdo dessas

espécies da cavidade bucal.



ABSTRACT

Candida spp. are opportunistic yeasts that are able to inhabit the oral cavity of a
high proportion of the healthy people. However, under predisponent condictions, Candida
species are associated many forms of oral candidoses. A total of 53 patients with
periodontitis, without systemic disease, were evaluated to verify the occurrence of this
microorganism in three different sites: periodontal pocket, gingival sulci and oral mucosa.
The samples were plated on chromogenic medium, and C. albicans and C. dubliniensis
were identified by PCR Twenty-one volunteers (39.6%) were positive to Candida spp. in

one or more sites. No statistical differences were detected between the genders, male or

female (4 2, p= 0.5922), or sites (£ 2, p= 0.1287). Periodontal pockets were more heavily
populated (CFU/ml) than other sites (ANOVA, p=0.0319), so may be considered a yeast
reservoir. It was found a higher prevalence of C. albicans compared to other species
(Fischer test, p=0.0088). C. dubliniensis were recovered from the periodontal pocket from
one patient. The genotypic diversity of Candida albicans and C. dubliniensis were analyzed
by RAPD, using two arbitrarily primers (OPA-03 and AP-03), and 16 electrophoretic types
were detected among 156 isolates of C. albicans and one electrophoretic type among three
isolates of C. dubliniensis. There was no statistical difference among the analyzed sites
(ANOVA, p=0.6431), neither between of gender (student t test, p=0.892) related with the
genotypic diversity of C. albicans. All isolates showed enzymatic activity of aspartil
proteinase (Saps) and phospholipase, so may be considered potentially pathogenic.
Systemic propagation of commensal C. albicans, C. dublinienesis, and other species, would
be favor in some population, especially in heavily populated periodontal pockets with
Candida spp. Longitudinal studies must be done to establish the lineage maintenance in a
different population and forms of periodontal disease, including the evaluation of virulence
factors, antifungal susceptibility, and to assess the efficacy of different periodontal

treatment to eliminate this species from the oral cavity.



1 INTRODUCAO

O género Candida compreende um grupo de leveduras encontrado em diversos
ecossistemas, inclusive na microbiota residente de humanos e animais (Hofling & Rosa,
1999). No entanto, podem comportar-se como patdgenos oportunistas, produzindo
infeccdes que se manifestam clinicamente por lesdes superficiais da pele e mucosas, ou
mesmo, sob determinadas circunstincias, como candidoses disseminadas, muitas vezes
severas ou letais (Liu ef al., 1996). Nas ultimas duas décadas a literatura tem relatado uma
ocorréncia crescente de infec¢des por esses fungos, assim como a identificacdo de novas
espécies patogénicas, principalmente em imunocomprometidos (Pfaller, 1995; Pizzo et al.,
2002).

Aproximadamente metade da populacdo adulta sauddvel abriga essas espécies
na cavidade bucal (Arendorf & Walker, 1980), sendo as superficies mucosas consideradas
o reservatério principal, mas elas podem ser encontradas também no biofilme dental, co-
agregadas a espécies bacterianas ai presentes, ou mesmo aderindo-se diretamente a pelicula
salivar (Cannon et al., 1995; Nikawa ef al., 1998). Os biofilmes contendo C. albicans
podem ser importantes para a manifestacdo de candidoses mucosas e para o processo de
colonizagdo, tanto de cavidades de cdrie como de bolsas periodontais (George & Falkler,
Jr. 1992; Starr et al., 2002). A espécie C. dubliniensis tem também demonstrado grande
capacidade de adesdo as células epiteliais, as mucinas salivares e a determinadas espécies
bacterianas (McCullough et al., 1996; Jabra-Rizk et al., 1999; De Repentigny et al., 2000;
O’Sullivan et al., 2000; Jabra-Rizk et al., 2001).

Para diversos autores, a presenca desses fungos em dreas subgengivais pode
contribuir para a patogé€nese da doenca periodontal, bem como determinar um risco
aumentado de candidose sistémica, em casos de depressdo imune (Beighton et al., 1995;
Nikawa et al., 1998; Kamma et al., 1999; Hannula et al., 2001; Jabra-Rizk et al., 2001;
Reynaud et al., 2001; Al-Karaawi et al., 2002). Contudo, as espécies de Candida ndao tém
recebido ainda o enfoque necessdrio a compreensdo de seu papel como patégenos

periodontais, embora ja tenha sido reconhecida a sua capacidade de aderir ao epitélio,



invadir o tecido conjuntivo gengival, produzir fatores de viruléncia e induzir reacdes
inflamatérias (Haffajee & Socransky, 1994; Robinson, 1997; Lamster et al., 1998; De
Repentigny et al., 2000; Hube & Naglik, 2001; Reynaud et al., 2001; Jarvensivu et al.,
2004).

Para colonizar, infectar e evadir-se das defesas do hospedeiro, C. albicans
possui um repertério de fatores de viruléncia, que inclui uma variedade de enzimas, cujos
principais representantes sao as proteinases aspartil secretadas (Saps), e as fosfolipases. O
estudo dessas enzimas como fatores de viruléncia € relativamente recente e estd em rapida
evolucdo. Futuramente, o estabelecimento de possiveis correlacdes entre a atividade
enzimdtica e as diferentes linhagens de C. albicans, assim como a compreensio mais
aprofundada do papel desempenhado por essas enzimas durante os processos infecciosos,
abrird novas perspectivas de intervengdes terapéuticas (Ollert et al. 1995; Ghannoum,
2000; Hube & Naglik, 2001; Niewerth & Korting, 2001; Calderone & Fonzi, 2001).

A candidose é considerada a mais freqiiente infeccdo fingica bucal e C.
albicans € a principal espécie relacionada, embora outras espécies como C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e C. dubliniensis, dentre outras, também ocorram,
especialmente em populagdes imunocomprometidas (Xu, Y et al., 1999; Leung et al.,
2000). A identificacdo de Candida spp. pode ser feita através da andlise fenotipica dos
caracteres morfolégicos e fisioldgicos exibidos pelas cepas. Entretanto, os métodos
moleculares tém permitido um aprimoramento da identificacdo e caracterizagdo desses
microrganismos (McCullough et al., 1995; Sullivan et al, 1995; Milan et al., 2001),
auxiliando a esclarecer o papel desempenhado por diferentes espécies e subespécies de
Candida na colonizacio de diferentes grupos populacionais, bem como os fatores de risco
associados a manifestacio de infeccdo (Lockhart et al., 1999; Hannula et al., 2001; Kam &
Xu, 2002; Davies et al., 2002).

A Reacdo em Cadeia da DNA-Polimerase - PCR (Polimerase Chain Reaction) é
uma técnica que envolve a sintese in vitro de milhdes de copias de um segmento de DNA,
na presenca da enzima Taq DNA polimerase, e tem sido largamente utilizada para a
identificacdo e genotipagem de microrganismos. Dentre suas vantagens estdo a relativa

rapidez e simplicidade do método, a aplicabilidade universal e um menor gasto de material,
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enquanto seu poder discriminatério se mantém comparavel aos métodos mais complexos
(Van Belkum et al., 1994). Dentre as diferentes aplica¢des do PCR, o método de RAPD, ou
AP-PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase com Primer Arbitrario) € também bastante
empregado em estudos epidemioldgicos de leveduras (Hannula e al., 1999; Jain et al.,
2001; Ahmad et al., 2003).

Entretanto, ainda é pequeno o conhecimento da distribuicdo ecoldgica destas
leveduras em populacdes homogéneas saudaveis, pois a maioria dos estudos € feita com
grupos de individuos imunocomprometidos (Kam & Xu, 2002; Al-Karaawi et al., 2002).
Como, segundo alguns autores, a grande parte das infeccdes por Candida spp. origina-se de
cepas comensais, que habitavam o meio-ambiente bucal anteriormente a infeccdo, a
ocorréncia desses fungos, mesmo como comensais, pode ter implicacoes médicas
consideraveis (Lockhart et al., 1995; Kam & Xu, 2002).

Devido ao relevante papel que as espécies de Candida desempenham na
ecologia da cavidade bucal, e a importancia de estudos sobre a distribuicdo dessas
leveduras em diferentes grupos populacionais, na elaboracdo de estratégias para a
prevencdo de candidoses, a presente pesquisa tem como objetivo verificar a ocorréncia de
Candida spp. em pacientes periodontais sistemicamente saudaveis, distinguir e genotipar os
isolados de C. albicans e C. dubliniensis pelos métodos da Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR especifico e RAPD), bem como detectar a produgao de fatores de
viruléncia, em amostras clinicas obtidas de trés sitios distintos da cavidade bucal: bolsa

periodontal, sulco gengival e mucosa bucal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Caracteristicas Biologicas e Epidemiolégicas de Candida spp.

Os fungos sdo seres uni ou multicelulares, que habitam diversos ecossistemas,
sendo classificados em um dos 5 reinos da natureza, o Reino Fungi. Os outros sdao o Reino
Monera, que inclui as bactérias e as algas azuis; o Reino Protista, que engloba organismos
como os protozodrios; o Reino Plantae, ao qual pertencem as plantas e o Reino Animalia,
dos animais. Com excecdo do Reino Monera, cujos componentes sdo procariotos, todos os
seres pertencentes aos outros reinos sao eucariotos (Whittaker & Margulis, 1978).

Uma caracteristica comum a todas as espécies fungicas € a reproducgdo através
de estruturas assexuadas, denominadas conidios. Entretanto, alguns fungos também se
reproduzem sexuadamente, e tais caracteristicas, dentre outras, sdo utilizadas para
distingui-los taxonomicamente (Slots & Taubman, 1992). Tem havido, historicamente,
dificuldade na classificacdo e taxonomia desses organismos, que ja foram agrupados no
mesmo reino das plantas (Oliveira, 1999). Atualmente as diferentes espécies de fungos sao
classificadas em filos distintos dentro do Reino Fungi: Zigomicetos; Ascomicetos,
Basidiomicetos e Deuteromicetos. Os Deuteromicetos sdo também conhecidos como
fungos imperfeitos, por ndo apresentarem reproducdo sexuada conhecida, e ao qual
pertencem quase todos os fungos patogénicos para humanos (Poulter, 1987).

Como sao heterotréficos, incapazes de realizar a fotossintese, os fungos retiram
seus nutrientes através da secre¢do de enzimas, que t€m por substrato a matéria organica do
solo, plantas e animais, vivos ou mortos (Slots & Taubman, 1992). Assimilam, assim, o
carbono de que necessitam pelo metabolismo de proteinas, carboidratos, lipideos e dlcoois,
e o nitrogénio de compostos como sais de amodnio, uréia e peptona, acumulando glicogénio
como material de reserva. Os fungos sao aerébios em sua maioria, embora algumas
espécies se desenvolvam também em anaerobiose; sdo importantes em variados setores da
atividade humana, como a industria quimica, farmacéutica e alimenticia, assim como em

agricultura, fitopatologia, medicina veterindria e medicina humana (Oliveira, 1999).

13



O Reino Fungi abriga, entdo, uma grande diversidade de espécies; no entanto,
poucas dessas espécies produzem doenca em seres humanos. Embora alguns fungos sejam
patégenos primdrios, ou seja, capazes de causar infeccdo mesmo na auséncia de fatores
predisponentes, hd um segundo grupo, conhecido como oportunista, que manifesta seu
potencial patogénico em hospedeiros debilitados. Neste tltimo grupo estdo incluidas as
leveduras do género Candida (Haynes, 2001). As leveduras sdo fungos microscépicos,
unicelulares, que se reproduzem por brotamento ou divisao bindria (Oliveira, 1999).

As espécies de Candida estdo incluidas na classe dos Deuteromicetos, sendo
que diferentes espécies podem ser encontradas habitando ecossistemas distintos, como
florestas, rios e solos; porém, algumas dessas espécies colonizam também seres humanos e
animais (Hofling & Rosa, 1999). De modo semelhante aos demais fungos, as espécies de
Candida sao organismos eucariotos, ndo fotossintéticos, possuindo organelas
citoplasmaticas, parede celular, e uma membrana plasmadtica rica em esterdis, usualmente o
ergosterol (Akpan & Morgan, 2002). Esse género compreende mais de 150 espécies, que
crescem bem em temperaturas variando entre 20°C a 38°C, e numa faixa de pH de 2,5 a 7,5
(Odds, 1988).

A cavidade bucal oferece uma variedade de nichos ecoldgicos a colonizacao
microbiana, permitindo a sobrevivéncia de uma diversidade de bactérias, virus e fungos
(Socransky & Haffajee, 1994; Sweeney et al., 1998; Jabra-Rizk et al., 2001). As espécies
de Candida fazem parte da microbiota comensal da boca; entretanto, sob determinadas
condi¢des, comportam-se como patégenos oportunistas, produzindo infec¢des que vao
desde lesdes mucosas superficiais até disseminagdes sist€micas graves e invasivas (De
Repentigny et al., 2000; Leung et al., 2000). As infec¢des por Candida spp. sao
denominadas candidose ou candidiase, termos utilizados pela literatura como sindnimos
(Hannula, 2000). Varias condi¢des predisponentes estao associadas tanto a colonizacao
assintomadtica quanto a manifestacdo clinica de candidose, incluindo desde deficiéncias
imunes especificas (Fidel, 2002; Rodriguez-Galan et al., 2002), até o uso de proteses totais
(Pires et al. 2002; Davies et al., 2002), além de desordens enddcrinas, lesdes de tecidos
moles e medicamentos como antibidticos e corticosterdides (Moreira et al., 2001), ou

mesmo o tabagismo (Arendorf & Walker, 1980; Kamma et al. 1999; Willis et al. 1999).

14



Durante os eventos de colonizagdo e infec¢do, um nimero de fatores de
viruléncia € expresso pelas espécies de Candida, como por exemplo, a adesdo do fungo aos
tecidos do hospedeiro, as alteragdes morfogénicas, e a secrecao enzimatica (Calderone &
Fonzi, 2001). Muitas dessas espécies de Candida secretam hidrolases, incluindo proteinases
e fosfolipases (Wu et al., 1996; Ghannoum, 2000), e produzem metabdlitos dcidos, como
os dcidos carboxilicos, além de outras substancias téxicas (Hannula, 2000); tais produtos
podem lesar e interromper as funcdes celulares. No entanto, nenhum fator em particular
tem sido considerado o tnico responsdvel pela infec¢cdo, mas uma combinacgdo de
mecanismos de viruléncia, expressos sob determinadas circunstancias, parece ser
responsével pelo desenvolvimento de candidoses (Odds, 1994).

A candidose € considerada a infeccao fungica mais freqiiente da cavidade bucal
humana e C. albicans € a principal espécie relacionada, embora C. tropicalis, C.
dubliniensis, C. Krusei, C. glabrata e C. parapsilosis, além de outras espécies, também
estejam se tornando comuns em certas populagdes (Haynes, 2001; Martinez et al., 2002).
Diferentes tipos de candidose orofaringea t€m sido relatados, incluindo as formas atrofica,
pseudomembranosa aguda, candidose hiperplésica cronica, a glossite rombdide mediana e a
queilite angular (Akpan & Morgan, 2002).

Além disso, de acordo com Haynes (2001), C. albicans é um dos agentes mais
importantes de infec¢cdes hematoldgicas; no entanto, outras espécies do género também t€m
sido isoladas de pacientes com candidemia, e sua incidéncia tem aumentado,
principalmente em imunocomprometidos ou em casos de terapia prolongada com
antifingicos. Entretanto, o aumento da detec¢do de espécies nao-albicans, é um reflexo,
provavelmente, ndo apenas da alteracdo ecoldgica na microbiota de determinadas
populacdes, em si, mas também do interesse que essas leveduras, de um modo mais amplo,
vém despertando entre os microbiologistas. Para Calderone & Fonzi (2001), esse interesse
deriva do fato de que, nos dias atuais, grande parte das infec¢cdes nosocomiais se deve a
Candida spp., € naqueles pacientes que manifestam candidemia, por volta de 35% nao
sobrevivem.

Viérios fatores t€ém contribuido para o aumento, nas ultimas décadas, da

incidéncia de infec¢des flingicas oportunistas, e o mais relevante pode ser o crescimento
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das populacdes de individuos gravemente enfermos e/ou de imunocomprometidos, que
sobrevivem com os avancos da medicina - recém-nascidos de baixo peso, infec¢ao pelo
HIV, neutropenias induzidas por quimioterapia, transplantes de 6rgdos, queimaduras
severas, procedimentos médicos invasivos, como cirurgias extensas ou cateteres vasculares,
ou mesmo medicamentos como antibidticos ou corticosterdides (De Backer er al., 2000;
Groll et al., 1998). Uma outra razdo para a relevancia das infec¢des provocadas por estes
microrganismos € que, embora existam muitos compostos antifungicos disponiveis no
mercado, tais drogas t€m limitacdes em sua utilizacdo, por apresentarem toxicidade ao
hospedeiro, e também pela possibilidade de ocorrer a manifestacdo de resisténcia, por
diferentes espécies e subespécies de Candida (Powderly et al., 1993). Portanto, todos estes
aspectos tém contribuido, conjuntamente, para aumentar o interesse no estudo desses
microrganismos (De Backer et al., 2000).

O principal tratamento para as infec¢des por Candida spp. consiste na
quimioterapia topica ou sist€mica. Para uso tépico, formulacdes de Nistatina, Clotrimazol e
Miconazol sdo as mais freqiientemente prescritas. As infec¢des mais graves sdo tratadas
pela administragdo sistémica de Anfotericina B, Fluconazol e Cetoconazol, principalmente
(Slots & Taubman, 1992). O anti-séptico gluconato de clorexidina também €& utilizado,
topicamente, no controle da colonizagdo bucal, e ainda como parte da terapia de candidoses
mucosas (Hannula, 2000; Epstein et al. 2003). O quadro 1 resume os tipos de candidose

que se manifestam em seres humanos, segundo Slots & Taubman (1992).

Quadro 1. Sumario de infec¢es causadas por espécies de Candida

Candidoses cutaneas Candidoses mucosas Candidoses sistémicas

Intertriginosas Glossite Urogenital
Perianal Estomatite Endocardite
Genital Queilite Meningite
Onicomicose Balanite Encefalite
Paroniquia Vaginite Septicemia
Granuloma Bronquite

Esofagite
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Enterite

2.2. Candida albicans

Candida albicans é uma levedura encontrada comumente nas populagdes
humanas, habitando a pele e as mucosas de diferentes sitios anatdmicos, como a cavidade
bucal, vagina e trato gastrointestinal, sendo capaz de residir em equilibrio com a microbiota
comensal de hospedeiros assintomdticos e imunocompetentes (Hannula, 2000). O status
fisiolégico do hospedeiro tem sido reconhecido, entdo, como a condi¢do primdria para a
ocorréncia de candidoses, mais do que a viruléncia intrinseca do microrganismo
oportunista (Ollert et al., 1995; Naglik et al., 1999). Entretanto, apenas pequenas alteracdes
nesse estado podem modificar o comportamento de C. albicans, que passa a manifestar seu
potencial de viruléncia, e assim, de comensal inofensivo torna-se um patégeno agressivo
(Hube & Naglik, 2001).

Esta espécie tem sido considerada, portanto, um agente infeccioso importante,
principalmente pela capacidade de sobreviver, disseminada geograficamente, em estado de
comensalismo, ou mesmo causando infec¢des em vdrios grupos populacionais humanos e
em diferentes sitios anatdomicos, cada qual com suas condigdes ambientais distintas
(Schmid er al., 1999; Calderone & Fonzi, 2001). Para estes autores, essa versatilidade faz
com que o espectro de doencas causadas por C. albicans seja maior do que o de outras
espécies microbianas oportunistas, capazes de colonizar apenas um ou poucos sitios do
hospedeiro.

C. albicans ¢ um microrganismo dipléide, de reproducdo assexuada
(Kretschmar et al. 1999), que pode ocorrer sob varias morfologias; por exemplo, pode
germinar como estruturas filamentosas, denominadas hifas, ou entdo assumir uma forma
celular arredondada ou ovalada, leveduriforme, denominada blastoconidio (Hannula, 2000).
Acredita-se que a producdo de hifas aumente o poder de aderéncia e de invasdo tecidual,
permitindo as leveduras o acesso a estruturas e 6rgaos na profundidade do corpo (Odds,
1994; Calderone & Fonzi, 2001). Portanto, as hifas t€ém sido geralmente consideradas
formas mais virulentas, e que podem ocorrer em resposta a diversas alteragdes nas
condi¢des ambientais, como a temperatura e o pH (Lane & Garcia, 1991; Jarvensivu et al.,

2004). Outras estruturas morfologicas observadas em C. albicans sdo as pseudo-hifas,
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geradas durante sua reproducdo por brotamento, na qual os brotos nao se destacam da
célula original, ocorrendo, entdo, um encadeamento de células, cuja forma lembra a de uma
hifa, sendo denominadas, assim, de pseudo-hifas (Almeida & Scully, 2002). A propriedade
que a levedura tem de alterar sua morfologia celular é conhecida como dimorfismo ou
polimorfismo (Calderone & Fonzi, 2001). Tanto C. albicans como C. dubliniensis podem
se apresentar ainda sob a forma de estruturas morfolégicas denominadas clamiddésporos
(Nobile et al., 2003). Os clamiddsporos, ou clamidoconidios, sdo células grandes, com
parede celular espessa, formadas a partir de uma hifa e, ocasionalmente, pseudo-hifa (Odds,
1988). Sao estruturas ricas em DNA e podem germinar sob algumas condi¢des (Vidotto et
al., 1999). Segundo Montazeri & Hedrick (1984), a producdo de clamiddsporos pode ser
induzida em meio pobre de nutrientes, num pH variando entre 5 e 6, € a uma temperatura
entre 30 a 37 0C, pelas espécies C. albicans e C. dubliniensis, mas ndo pelas demais, e esta
propriedade tem sido utilizada na caracterizag¢do das leveduras (Sandven, 1990).

Para colonizar as superficies mucosas, C. albicans deve competir com a
microbiota local pela aquisi¢do de nutrientes, e adaptar-se as demais pressdes seletivas
ambientais, de modo a sobreviver em diferentes nichos ecoldgicos, que podem variar
amplamente em relacdo a condi¢cdes como a temperatura, disponibilidade de nutrientes,
tensdo de oxigénio e pH. Por exemplo, C. albicans pode sobreviver, através da expressao
diferenciada de genes, em ambientes como a corrente sanguinea, cujo pH € neutro, assim
como no canal vaginal, que possui pH 4cido (Calderone & Fonzi, 2001). Esses fungos,
embora aerébios, podem também crescer em anaerobiose. Webster & Odds (1987),
testando sete espécies de Candida, relataram que todas cresceram, em alguma proporg¢ao,
em condicOes de anaerobiose; as espécies C. tropicalis e C. glabrata demonstraram maior
taxa de crescimento, seguidas por C. albicans e C. krusei, € o menor crescimento para C.
guilliermondi e C. parapsilosis.

Assim, C. albicans, microrganismo eucarioto, possui um grande genoma e,
portanto, grandes recursos adaptativos; mesmo altamente capacitado a colonizar o
hospedeiro humano como comensal, este fungo tem um considerdvel potencial patogénico,
podendo resistir aos mecanismos de defesa e causar infec¢des oportunistas (Lane & Garcia,

1991; Mata et al., 2000; Hube & Naglik, 2001).
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2.3. Candida dubliniensis

Candida dubliniensis é outra espécie do género Candida descrita primeiramente
por Sullivan ef al., em 1995. Embora fenotipicamente similar (forma clamidésporos e
produz tubo germinativo), no entanto € geneticamente distinta de C. albicans (Mariano et
al., 2003). Hannula et al. (2000), comparando isolados bucais de C. albicans e C.
dubliniensis quanto aos fatores de viruléncia, relataram que os isolados de C. dubliniensis
demonstraram maior frequéncia de alteracdes fenotipicas, mas significativamente menor
producio de proteinases e fosfolipases do que os isolados de C. albicans. Para estes autores
C. dubliniensis é capaz de aderir fortemente as células do epitélio mucoso, e parece estar
bem adaptada ao meio-ambiente bucal. Segundo Perea er al. (2002), C. dubliniensis é
1solada, mais freqlientemente, associada a C. albicans e/ou outras espécies do género.

C. dubliniensis tem sido isolada, na grande maioria dos casos, da mucosa bucal
de adultos e criancas infectados pelo HIV, implicada na etiologia da candidose orofaringea
(Milan et al., 2001; Perea et al., 2002; Giammanco et al., 2002; Martinez et al; 2002).
Jabra-Rizk et al. (2001) reportaram o isolamento desta espécie também em bolsas
periodontais de pacientes HIV-positivos, e indicam a necessidade de mais estudos para
esclarecer o papel de C. dubliniensis na patogénese das doengas periodontais. H4 relatos
também de colonizacdo bucal assintomdtica (Hannula et al., 1997; Al-Karaawi et al.,
2002), assim como de candidoses em HIV-negativos (Coleman et al., 1997). Hannula et al.
(2000) encontraram 26 cepas de C. dubliniensis em pacientes sem histéria de
comprometimento imune, que procuravam atendimento odontoldogico de rotina. Esta
espécie também foi identificada por Montour et al. (2003), em dois de 39 individuos
sauddveis, de uma comunidade aborigine no Canadd. Willis et al. (2000), avaliando a
ocorréncia de espécies de Candida em pacientes com diabete melito, relataram, pela
primeira vez, segundo os autores, o isolamento de C. dubliniensis em pacientes diabéticos.
No entanto, Tekeli ef al. (2004), ndo encontraram nenhum isolado de C. dubliniensis em
um estudo realizado pacientes portadores de diabete melito insulino-dependente.

Tem sido observado que, na cavidade bucal de individuos HIV-positivos, ocorre
um aumento da proporcdo de C. dubliniensis em relagdo a C. albicans. Martinez et al.

(2002) relataram uma substituicdo das cepas de C. albicans, sensiveis ao fluconazol, por
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cepas de C. dubliniensis, em pacientes HIV-positivos. Estes autores observaram que,
embora a maioria dos isolados de C. dubliniensis seja susceptivel ao fluconazol, a
resisténcia a este antifungico ja foi induzida, in vitro. Assim, o uso de fluconazol em
pacientes HIV-positivos poderia aumentar a propor¢cdo de C. dubliniensis, devido ao
impacto desse medicamento sobre a ecologia das espécies bucais de leveduras. Para
Donnelly et al. (1999), sdo necessdrios estudos mais aprofundados, para determinar a
prevaléncia desta espécie na cavidade bucal de HIV-positivos e de sua associagdo com
infeccdes em outras partes do corpo que nao a cavidade bucal.

Além deste sitio, C. dubliniensis tem sido isolada ainda do trato respiratorio,
vagina e trato gastrointestinal, e também de urina, escarro e feridas, estando implicada em
infeccdes invasivas, mesmo em HIV-negativos, quando acometidos por doencas graves
(Sullivan & Coleman, 1998; Jainkittivong et al., 1998; Fotedar & Al Hedaithy, 2004). C.
dubliniensis é capaz de colonizar, portanto, vdrios sitios do corpo, sendo encontrada em
diferentes populacdes e localidades geograficas; esta distribui¢do global, para Montour et
al. (2003), poderia ser conseqiiéncia das recentes correntes migratorias populacionais, que
ocorreram principalmente durante o dltimo século. No entanto, segundo Sullivan et al.
(1997) e Mariano et al. (2003), provavelmente C. dubliniensis sempre esteve presente como
parte da microbiota das comunidades humanas, como um constituinte significativo da
microbiota residente, com potencial para causar infec¢do, e tenha sido erroneamente
identificada como C. albicans.

Nos anos posteriores ao primeiro relato da identificacdo de C. dubliniensis,
laboratérios de vdrios paises e localidades, incluindo Europa, América do Norte, Oriente
Médio e Australia também relataram seu isolamento (Sullivan & Coleman, 1998;
Kirkpatrick et al., 1998; Polacheck et al., 2000; Lefler et al., 2001). Giammanco et al.
(2002) identificaram C. dubliniensis em 5 de 45 individuos HIV-positivos, na Itélia, e
observaram que a maioria dos isolados identificados até entdo, eram provenientes
principalmente da FEuropa Ocidental e América do Norte. H4 poucos estudos
epidemioldgicos sobre a ocorréncia desta espécie na América do Sul. Sullivan et al. (1997),
e Rodero er al. (1998), isolaram C. dubliniensis em lesdes de candidose bucal de HIV-

positivos, na Argentina; Silva et al. (2003), reportaram, no Chile, o isolamento de uma cepa
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de C. dubliniensis, em uma crianca com candidemia. Milan et al. (2001) analisaram, no
Brasil, 108 pacientes infectados pelo HIV, provenientes de centros de tratamento da AIDS,
para determinar a prevaléncia de C. dubliniensis nessa populacdo. Esses pesquisadores
relataram que quatro, de um total de 155 isolados, pertenciam a espécie C. dubliniensis.
Alves et al. (2001) também relataram o isolamento de C. dubliniensis na cavidade bucal de
HIV-positivos, no estado do Rio Grande do Sul. Mariano et al. (2003) identificaram 11
1solados de C. dubliniensis, entre 548 isolados de leveduras previamente identificados
como C. albicans, que permaneciam estocados no Laboratério de Micologia da
Universidade Federal de Sao Paulo, no periodo de 1994 a 2000. A maioria desses isolados
era proveniente da cavidade bucal de pacientes HIV-positivos, e demonstraram ser
sensiveis aos anti-fungicos azdis e a anfotericina B. Recentemente, Portela ef al. (2004), na
cidade do Rio de Janeiro, RJ, isolaram C. dubliniensis em sitios subgengivais de criangas

infectadas pelo HIV.

2.4. Colonizacao da Cavidade Bucal por Candida spp.

Como sdo altamente prevalentes em populacdes sauddveis e assintomdticas, 0
isolamento de Candida spp. da cavidade bucal ndo implica, necessariamente, na ocorréncia
de infecgdes (Samaranayake & Samaranayake, 2001). Diversos estudos reportam que,
aproximadamente, metade da populagdo adulta saudavel abriga essas leveduras nas mucosa
bucais (Arendorf & Walker, 1980; Lynch et al., 1994; Darwazeh & Al-Bashir, 1995; Abu-
Elteen E Abu-Alteen, 1998). Entretanto, uma prevaléncia muito varidvel entre os diferentes
grupos populacionais tem sido encontrada (Hannula er al., 1999; Samaranayake &
Samaranayake, 2001). Isso pode ser devido, principalmente, a dificuldade de padronizacao
dos fatores que influenciam a coloniza¢do, em populacdes heterogéneas, como uma dieta
rica em acucares (Pizzo et al., 2000) ou a presenca de cavidades de cérie (Starr et al.,
2002); além disso, os habitos de higiene bucal (Darwazeh & Al-Bashir, 1995), o uso de
proteses totais (Pires et al., 2002), o fluxo e pH da saliva (Spolidorio et al., 2001), além de
varidveis como os diferentes meios de cultura e métodos de amostragem de cada estudo,
sdo condi¢des capazes de influenciar a prevaléncia ou a detec¢do destes microrganismos

(Davies et al., 2002; Al-Karaawi et al., 2002).
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Em relacdo as faixas etdrias, a ocorréncia de Candida spp. foi demonstrada em
populacdes de criancas saudaveis (Mattos-Graner et al., 2001; Starr et al., 2002) bem como
em recém-nascidos (Russel & Lay, 1973). Outros estudos, porém, observam que a
coloniza¢do em individuos idosos pode ser maior que em faixas etdrias mais jovens
(Kleinegger et al., 1996; Lockhart et al., 1999). Parece possivel, no entanto, que o aumento
da colonizacdo em idosos ocorra secundariamente a alteracdes no meio-ambiente bucal
(Odds, 1988).

A literatura relata resultados controversos, em relacdo a colonizacdo quanto aos
géneros masculino e feminino. Campisi et al. (2002), analisando a colonizagdao
assintomdtica da mucosa bucal em individuos HIV-positivos ndo observaram nenhuma
diferenca em relacdo ao género. Os mesmos resultados foram observados por Willis et al.,
(2000), em pacientes com diabetes melito insulino-dependentes, e por Torres et al. (2003),
em pacientes com xerostomia. No entanto, alguns autores encontraram que a colonizagao
bucal por Candida € maior em mulheres (Masipa et al., 1992; Campisi et al., 2001; Pires et
al., 2002), enquanto outros encontraram maior prevaléncia em homens (Oliver & Shillitoe,
1984; Moalic et al., 2001).

Vérios grupos populacionais distintos podem apresentar niveis de colonizacio
bucal por leveduras maiores que a média da populagdo geral, enquadrando-se nas
denominadas populacdes de risco (Davies et al., 2002). Assim, estudos reportam maior
prevaléncia de espécies de Candida em pacientes portadores da sindrome de Sjogren
(Almstahl ef al., 1999) e da sindrome de Down (Carlstedt et al., 1996); em individuos com
hipofun¢do das glandulas salivares, diminui¢ao do fluxo ou do pH salivar (Spolidorio et al.,
2001; Al-Karaawi et al., 2002) e diabetes melito (Vargas & Joly, 2002). Embora haja
relatos de resultados controversos (Oliver & Shillitoe, 1984; Kindelan et al., 1998), tais
condi¢des parecem alterar o meio-ambiente bucal, e favorecer a colonizacdo por essas e
outras espécies de patdgenos oportunistas.

No entanto, a ocorréncia desses fungos tem sido relatada principalmente em
HIV-positivos, sendo até mesmo maior do que em outras populacdes de risco (Campisi et
al., 2002; Barchiesi et al., 2002). Para Vargas & Joly (2002), o aumento da propor¢do

dessas espécies sugere que a deficiente resposta imune, associada a progressao da infecgcao
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viral, em individuos infectados pelo HIV, poderia ser um fator preditivo para o
desenvolvimento de candidoses. A ocorréncia de leveduras € também comum em pacientes
com cancer em estdgio avangado (Davies et al., 2002), e a candidose bucal € considerada
uma condi¢do clinica grave entre esses pacientes; desse modo, estudos epidemioldgicos
sobre a distribuicdo e o potencial de viruléncia dessas leveduras, em diferentes grupos
populacionais, abordando os fatores de risco associados a infeccdo, sdo importantes no
desenvolvimento de estratégias para o controle e preven¢do de infec¢Oes clinicamente
importantes (Lockhart et al., 1999; Leung et al., 2000; Ghannoum, 2000; Davies et al.,
2002; Rodriguez-Galan et al., 2002; Kam & Xu, 2002).

Essas leveduras sdo encontradas, assim, colonizando diferentes sitios da
cavidade bucal, como lingua, palato, tonsilas e mucosa dos labios e bochechas (Arendorf &
Walker, 1980; Higewald et al., 2002); em lesdes de cérie (Starr et al., 2002; Hossain et al.,
2003); em canais radiculares (Molander et al., 1998; Siqueira & rocas, 2004) e, também,
em lesdes de periodontite, fazendo parte do biofilme subgengival (Slots et al., 1988; Rams
et al., 1997; Reynaud et al., 2001).

As cavidades de cdrie podem ser um reservatorio importante dessas espécies
(Starr et al., 2002; Hossain et al., 2003). Hossain et al. (2003) observaram uma semelhanca
significativa entre as cepas de C. albicans que colonizavam a cavidade bucal e o trato
gastrointestinal de criangas com lesdes de cérie severas, e propdem que tais lesdes sirvam
como nichos ecoldgicos para a liberagdo de células planctonicas de C. albicans para sitios
distantes da boca, podendo, ocasionalmente, causar infec¢cdes em Orgdos vitais como
pulmdes, estdbmago e intestino. Os autores recomendam o tratamento odontolégico e uma
adequada higiene bucal como medidas preventivas indispensdveis, especialmente em
populacdes de risco. Estes fungos também ja foram observados infectando canais
radiculares, muitas vezes associados com a resisténcia a terapia endodontica (Molander et
al., 1998). Siqueira & Rodgas (2004) encontraram C albicans, associada a espécies
bacterianas, em dentes com lesdes peri-radiculares persistentes. Para tais autores, a
resisténcia aos medicamentos dispensados intra-canal, e a capacidade de colonizar a dentina
e invadir tdbulos dentindrios podem explicar a presenca dessa levedura nas infeccoes

endodoOnticas persistentes.
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Outro fator que pode favorecer a colonizagdo da cavidade bucal € o uso de
préteses dentais removiveis (Abu-Elteen & Abu-Alteen, 1998; Pires et al., 2002). Abu-
Elteen & Abu-Alteen (1998), num estudo comparativo entre usudrios de proteses totais e
individuos dentados, relataram que os sitios de maior prevaléncia e mais densamente
colonizados por C. albicans foram, para os individuos dentados, a lingua, palato e mucosa
jugal, enquanto nos portadores de préteses, as superficies protéticas superiores e inferiores.
Nikawa et al. (1998) relatam que a microbiota entre a estrutura de acrilico das proteses
totais e a mucosa do palato possui uma composicao semelhante ao biofilme dental, exceto
pela maior propor¢do de espécies de Candida, fato este relacionado ao desenvolvimento de
candidoses na mucosa do palato. A substitui¢do das préteses insatisfatorias e uma melhor
higiene bucal podem acelerar a resolu¢do dessa infeccao que, segundo Pires et al. (2002),
estd freqiientemente associada a altos niveis salivares de Candida, e a higiene deficiente das
préteses. Entretanto, outros estudos ndo encontraram relagdo entre o uso de préteses, totais
ou parciais, e o aumento da ocorréncia ou da propor¢ao desses fungos na mucosa bucal (Al-
Karaawi et al., 2002).

Desse modo, a partir de observagdes sobre a variacao individual e populacional
na prevaléncia de Candida spp. e do fato de que nem todos os individuos abrigam essas
leveduras na boca, Kleinegger et al. (1996) concluiram que, possivelmente, um nimero de
barreiras naturais existentes nas superficies mucosas e nos fluidos organicos, impediria a
colonizacdo nos individuos ndo portadores. Estas barreiras seriam mais ou menos eficazes
na dependéncia de fatores relacionados a idade, género, tabagismo, dieta, medicamentos,

condig¢des sistémicas e estado imune do hospedeiro, dentre outros (Hofling et al., 2004).

2.5. Fatores Moduladores da Colonizacao

A cavidade bucal possui muitos fatores locais de defesa contra a colonizagdo
microbiana; dentre eles incluem-se a barreira epitelial e o fluxo salivar, assim como varias
substancias antimicrobianas presentes na saliva (Nikawa ef al., 1993). A saliva auxilia na
manuten¢cdo da sadde bucal também pela capacidade tampdao e pela lubrificacdo das
mucosas, de modo que alteracdes qualitativas e quantitativas da saliva inevitavelmente

afetam a fisiologia, os mecanismos de defesa e a ecologia microbiana da boca (Leung et al.,
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2000). Por exemplo, a lactoferrina e a lisozima sdo duas proteinas da resposta inata,
presentes na saliva, que demonstraram exercer um efeito anti-fingico, modulando a
implantacdo de espécies de Candida na cavidade bucal (Xu Y et al., 1999; Samaranayake et
al., 2001). Segundo Nikawa et al. (1993), C. krusei mostrou-se mais sensivel que C.
albicans a agdo antifingica da lactoferrina, e tal variacdo pode estar relacionada as
diferencas tanto na prevaléncia quanto na propor¢ao do isolamento dessas duas espécies.
Outras proteinas importantes da saliva humana, com agdo citotoxica sobre bactérias e
fungos, sdo as histatinas (Lin et al., 2001), estaterinas (Johanson et al., 2000),
lactoperoxidases (Edgerton & Koshlukova, 2000), e as calprotectinas (Kleinegger et al.,
2001). Jainkittivong et al. (1998) relataram que a sobrevivéncia de leveduras poderia ser
influenciada pela concentracdo e secrecao de histatina na saliva. Segundo Lin et al. (2001),
quando hd um decréscimo da concentragdao das histatinas salivares e/ou uma disfungdo
dessas proteinas, as candidoses tendem a se manifestar; individuos infectados pelo HIV,
que demonstram uma reducio do fluxo salivar e da atividade anti-Candida da saliva, sao
frequentemente acometidos por candidoses orofaringeas. Para esses autores, a saliva possui
mucinas contendo agregados de IgA, histatina, lactoferrina e lisozima, que permanecem
concentradas sobre as superficies mucosas, exercendo um efeito antimicrobiano.

As células epiteliais da mucosa bucal desempenham também um papel ativo nas
fungdes defensivas do hospedeiro contra a candidose, pela capacidade de secretar uma
variedade de citocinas e peptideos com propriedades antiftingicas (Steele & Fidel, 2002;
Dongari-Bagtzoglou & Kashleva, 2003). Tais substincias, secretadas em propor¢des
varidveis entre os individuos, podem desempenhar um papel protetor na cavidade bucal
(Jurevic et al., 2003). Acredita-se, portanto, que as células epiteliais vidveis impecam a
superproliferacdo microbiana, e os relativamente poucos organismos remanescentes sao
identificados como colonizacao assintomatica (Steele et al., 2001).

As superficies mucosas da boca parecem ser o reservatorio principal dessas
leveduras. De acordo com O’Sullivan et al. (2000), as superficies bucais sdo recobertas por
proteinas salivares que podem servir de receptores, permitindo a adesdo de C. albicans a
essas superficies. No entanto, tais microrganismos também podem ser encontrados no

biofilme dental, coagregados a espécies bacterianas ai presentes ou aderidos diretamente a
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pelicula salivar adquirida (Arendorf & Walker, 1980; Nikawa. et al., 1998). Como na
maioria dos processos infecciosos, a adesdo aos tecidos do hospedeiro € o primeiro passo
para a colonizagdo (Jabra-Rizk et al., 2001). Portanto, para colonizar o meio ambiente
bucal, as leveduras devem, inicialmente, aderir as células do epitélio mucoso, aos aparatos
protéticos, ou coagregar com a microbiota residente do biofilme dental. Esses eventos sdo
criticos também para o desenvolvimento de candidoses, pois precedem a invasao tecidual,
podendo ainda ser uma via para infeccoes disseminadas (Ramage et al., 2001; Jabra-Rizk et
al., 2001; Holmes et al. 2002).

A coagregacdo intergenérica, frequentemente observada entre oS
microrganismos, favorece, desse modo, a colonizacdo da cavidade bucal por Candida spp.,
principalmente por C. albicans (Grimaudo et al., 1996). Para Holmes et al. (1996) e
O’Sullivan et al. (2000), C. albicans é capaz de ligar-se a diversas espécies de
estreptococos, como S. oralis, S. sanguinis e, particularmente, S. gordonii, através do
reconhecimento de receptores polissacarideos na superficie celular bacteriana.
CoagregacOes intergenéricas t€ém sido observadas também entre C. albicans e C.
dubliniensis a espécies de Fusobacterium. F. nucleatum, por exemplo, ¢ um bacilo
anaerébio gram-negativo freqiientemente isolado do biofilme subgengival e de lesdes
periodontais, desempenhando um papel importante na coloniza¢do da cavidade bucal, pela
capacidade de adesdo a células humanas e a muitos outros microrganismos, como as
leveduras (Jabra-Rizk et al., 2001). Grimaudo & Nesbitt (1997) analisaram a capacidade de
agregacao, in vitro, de cepas bucais de Fusobacterium a C. albicans. Todas as cepas de F.
nucleatum, F. periodontium e F. sulci agregaram-se, em graus variados, a todas as cepas de
Candida testadas.

A formacdo de biofilmes tem sido considerada, entdo, uma importante
estratégia microbiana para a sobrevivéncia e proliferacdo no ambiente bucal. A complexa
estrutura de um biofilme permite a organizacdo das populagdes de microrganismos de
modo a oferecer protecao contra os mecanismos de remocdo pela saliva e dificultar a acdo
de agentes antimicrobianos (Kirkpatrick er al., 2000). Acredita-se que a maioria das
manifestacdes de candidose esteja associada a formacdo de biofilmes, e o reconhecimento

de tais caracteristicas pode auxiliar na elaboracdo de estratégias terapéuticas para essas
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infec¢oes (O’ Sullivan er al., 2000; Kirkpatrick et al., 2000; Ramage et al., 2001). Para
estes autores, os biofilmes formados por C. albicans e por C. dubliniensis possuem varios
aspectos em comum com os biofilmes bacterianos, incluindo a heterogeneidade estrutural e
a diminuicdo da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos; quando maduros, consistem
de uma mistura de células leveduriformes e filamentosas embebidas numa matriz de
exopolimeros, que serve como um reservatério para a liberagdo de organismos infectantes
na cavidade bucal. Isso pode permitir a sobrevivéncia das leveduras em seus nichos
ecoldgicos, tanto como comensais, quanto durante os episédios infecciosos, o que, para
Ramage et al. (2001), traz importantes repercussodes clinicas, no tratamento e prevengao de
candidoses.

Desse modo, para muitos pesquisadores, os biofilmes contendo leveduras,
principalmente C. albicans, poderiam estar implicados ndo apenas nas candidoses mucosas,
mas também no desenvolvimento de caries (Nikawa et al., 1998; Starr et al., 2002), e na
patogénese das doencas periodontais (Kamma et al., 1999; Ryder, 2000; Hannula et al.,
2001; Jarvensivu et al., 2004).

2.6. Doencas Periodontais

As doencas periodontais sdo afec¢des que acometem os tecidos de protecdo e
suporte dos dentes, em que os microrganismos do biofilme subgengival, aderido a
superficie radicular adjacente a bolsa periodontal, induzem uma variedade de respostas
imunes defensivas, no hospedeiro, na tentativa de conter a infeccao (Jarvensivu et al., 2004;
Alpagot et al., 2004). Como resultado da ativacao de mecanismos inflamatorios, contra a
agressdo dos patdgenos, ocorre a inflamacdo dos tecidos gengivais, € a destruicdo
ligamento periodontal e do osso alveolar de suporte, podendo levar a perda do dente
afetado (Chen et al., 2000).

Contudo, acredita-se que a maioria dos microrganismos encontrada no biofilme
subgengival seja comensal, ou seja, ocorra também em individuos com periodonto
saudavel, em equilibrio com o hospedeiro; uma menor propor¢do desses microrganismos
consistiria de patégenos potenciais (Jarvensivu et al., 2004). Desse modo, os episédios de

doenca podem ser resultantes de alteragcdes ecoldgicas, devidas, por exemplo, a defici€éncias
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na capacidade de defesa do hospedeiro frente a altera¢des qualitativas e/ou quantitativas da
microbiota subgengival (Kornman et al., 1997; Lamont & Jenkinson, 1998; Alves, 2003).

Segundo Lindhe (1999), embora as doencas periodontais compartilhem alguns
aspectos com as demais doengas infecciosas, elas possuem também aspectos peculiares,
principalmente devido a caracteristica anatdomica prépria da cavidade bucal, onde uma
estrutura mineralizada - o dente - atravessa os tecidos epitelial e conjuntivo, de modo que a
coroa fica susceptivel a colonizagdo pelos microrganismos do meio-ambiente bucal,
enquanto a raiz permanece no interior do tecido conjuntivo. Ocorre entdo uma condi¢do na
qual os microrganismos do biofilme dental permanecem ancorados na superficie do dente,
em contato intimo com os tecidos periodontais, durantes periodos relativamente longos de
tempo, o que pode produzir infec¢do, inflamacao cronica e destrui¢do tecidual.

As doencas periodontais podem ser classificadas, de uma maneira geral, como
gengivites ou periodontites (Newman et al., 2004). A gengivite é uma infec¢do associada
ao biofilme dental, caracterizada pela ocorréncia de fendmenos inflamatoérios reversiveis e
limitados aos tecidos gengivais, ndo atingindo, nesse estdgio, os tecidos periodontais de
suporte. Ocorrem sinais clinicos de inflamacdo, como vermelhiddo, inchago, sangramento e
perda da arquitetura e do contorno normal da gengiva (Lindhe, 1999). A periodontite ¢
definida também como uma doenga inflamatéria, mas que envolve os tecidos de suporte
dental, provocando a reabsorcao irreversivel do osso alveolar e das fibras coldgenas do
ligamento periodontal. Para Newman et al. (2004), tanto a progressdo quanto a severidade
das periodontites sao influenciadas por condi¢des de origem local ou sistémica, ou ambas.
Os fatores locais geralmente estdo associados ao acimulo microbiano na superficie dos
dentes, favorecido pela ma-higiene bucal, presenca de cdaries, ou mesmo proteses e
restauragdes insatisfatorias; os fatores sist€émicos sao as alteracdes no estado fisioldgico do
hospedeiro, que podem exacerbar e agravar o quadro infeccioso periodontal, como
distirbios hormonais, terapias imunossupressoras ou anticonvulsivantes, ma-nutrigao,
desordens metabolicas, e, especialmente, a infeccao pelo HIV.

Do ponto de vista microbiolégico, as periodontites estdo associadas a uma
microbiota complexa, em que aproximadamente 500 espécies bacterianas ja foram

encontradas colonizando as bolsas periodontais (Van Winkelhoff et al., 1996); ocorre uma
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grande preponderancia de bactérias anaerdbias gram-negativas, como, dentre outras,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Tannerella forsythensis (Hannula et al., 2001; Alves, 2003). No entanto, outros
microrganismos como Entamoebas e Tricomonas (Slots & Taubman, 1992); bacilos
entéricos e Pseudomonas (Slots et al., 1988); virus como o Epstein-Barr - EBV - (Idezawa
et al., 2004); Citomegalovirus Humano - HCMV - (Slots, 2004) e o virus do Herpes
Simples tipo 1 - HSV - (Saygun et al., 2004), bem como leveduras do género Candida
(Rams et al., 1997), também estdo sendo pesquisados atualmente, com o objetivo de

esclarecer seu papel na etiopatogenia da doenga periodontal.

2.7. Candida spp. e Doencas Periodontais

Pelo fato de possuir vdrios fatores de viruléncia relevantes na patogénese da
doenca periodontal, tais como a capacidade de aderir ao epitélio e de invadir o tecido
conjuntivo gengival (Jarvensivu et al., 2004), de inibir a funcdo de neutréfilos
polimorfonucleares (Maccarinelli et al., 2001), bem como de produzir enzimas como
colagenases e proteinases, capazes de degradar imunoglobulinas (Hiagewald et al., 2002), as
espécies de Candida poderiam agir como patégenos importantes em algumas formas de
periodontite (Reynaud et al., 2001). Tem sido sugerido que os microrganismos podem
adquirir uma vantagem seletiva na colonizacao das superficies bucais, se forem capazes de
inibir a imunidade das mucosas pela degradacdo proteolitica da IgA (Hédgewald et al.,
2002). Para esses autores, € provavel que a protedlise dessa imunoglobulina facilite a
penetracdo e a disseminacdo de substincias potencialmente téxicas e/ou de antigenos
liberados pela microbiota subgengival. Tais processos podem desempenhar um papel
importante na perpetuacdo das alteragdes inflamatdrias associadas com as doencas
periodontais destrutivas.

C. albicans foi detectada, em varias anélises microbioldgicas, infectando bolsas
periodontais (Dahlen & Wikstrom, 1995; Reynaud et al., 2001; Hannula et al., 2001). De
acordo com Hannula et al. (2001), as doengas periodontais sdo causadas, principalmente,
por bactérias anaerdbias gram-negativas, mas que, aproximadamente, 20% dos pacientes

adultos, com periodontite, também abrigam leveduras subgengivais, a maioria das quais
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pertencente a espécie Candida albicans. Tais autores avaliaram a existéncia de uma
possivel correlacdo entre o isolamento subgengival de C. albicans e a ocorréncia de
determinadas espécies periodontopatogénicas, € observaram que P. gingivalis foi menos
frequentemente isolada em amostras positivas para C. albicans, enquanto que, ao contrario,
a proporcao média de A. actinomycetemcomitans, em relagao a microbiota total, era maior
nos individuos positivos do que naqueles em que tais leveduras ndo foram encontradas nas
bolsas periodontais. Para esses autores, sdo necessarios estudos adicionais para verificar se
outras bactérias subgengivais podem favorecer a colonizagdo e a persisténcia subgengival
desses fungos. Ainda segundo Hannula ef al. (2001), ndo é conhecido se, e em que
proporg¢ao, as espécies de Candida participam da patogénese da periodontite, ou se as
leveduras subgengivais sdo apenas comensais inofensivos, que ocorrem nas bolsas
periodontais apenas como resultado da difusdo para o espaco subgengival, em casos de
colonizagdo assintomadtica ou de candidose na mucosa bucal. Para Yuan et al. (2001), as
bolsas periodontais que abrigam C. albicans podem representar um importante reservatorio
desses fungos, favorecendo a ocorréncia de candidose bucal. Estes pesquisadores
analisaram a microbiota subgengival de individuos com doenca periodontal, em pacientes
portadores de diabete melito ndo-insulino-dependentes e de controles ndo-diabéticos, para a
deteccao de cinco espécies patogénicas: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Eikenella
corrodens, Treponema denticola e C. albicans, e observaram que estas espécies ocorreram
mais freqlientemente em sitios doentes do que em sitios sauddveis, em ambos 0s grupos;
para os autores, mais estudos sdo necessarios para determinar a relevancia de C. albicans
no desenvolvimento de periodontites em pacientes com diabete melito.

Em um estudo recente, Jiarvensivu et al. (2004) investigaram a ocorréncia e a
extensdo da penetracdo de C. albicans nos tecidos periodontais de pacientes com
periodontite cronica, em espécimes de tecido conjuntivo gengival, coletados durante
cirurgias periodontais a retalho. [Esses espécimes foram examinados por
imunohistoquimica, utilizando anticorpos especificos para C. albicans, e foi observada a
presenca de hifas penetrando no tecido conjuntivo periodontal. Os autores sugerem que
alteracdes ambientais podem favorecer a germinacdo de hifas, que possuem maior

capacidade de aderir e penetrar nos tecidos do hospedeiro, e que as bolsas periodontais e o
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fluido crevicular formam um ambiente favordvel para a germinagdo dessas estruturas
morfolégicas. Para estes pesquisadores, C. albicans poderia desempenhar um papel na
infra-estrutura do biofilme subgengival, e em sua adesdo aos tecidos periodontais, visto que
sd30 mais resistentes aos mecanismos imunes do que a maioria dos demais microrganismos.
Neste estudo C. albicans foi encontrada, tipicamente, nas camadas mais externas do
biofilme, e pareceu agir, segundo os autores, como uma barreira que protegia 0s
microrganismos das camadas mais internas da acdo dos mecanismos imunes, auxiliando a
resisténcia da microbiota subgengival frente as defesas do hospedeiro, e contribuindo para a
persisténcia da inflamacdo nos tecidos adjacentes. Os pacientes desse estudo eram
imunocompetentes e nado haviam recebido medicacdo local ou sist€émica previamente as
cirurgias periodontais; os autores consideraram, entdo, surpreendente que as leveduras
tenham sido encontradas invadindo tecidos. Esse fato foi explicado como devido, ou a
patogenicidade intrinseca de C. albicans ou a imunossupressao local causada pela doenca
periodontal severa. No entanto, além das hifas, células leveduriformes de C. albicans
também foram encontradas invadindo o tecido conjuntivo gengival de lesdes de
periodontite juvenil, por Gonzdlez et al. (1987). Também para estes pesquisadores, mais
estudos sdo necessdrios para esclarecer o papel desempenhado por C. albicans na
patogénese da doenca periodontal.

Assim, o isolamento subgengival de Candida tem sido reportado por muitos
autores, em diferentes manifestacdes de doenca periodontal, como por exemplo, em casos
de periodontite agressiva (Gonzdlez et al., 1987; Fiehn & Westergaard, 1990; Higewald et
al., 2002) e periodontite cronica (Rams & Slots, 1991); de sitios refratdrios a terapia
periodontal (Slots et al., 1990; Rams et al., 1990; Listgarten et al., 1993; Helovuo et al.,
1993; Olsvik et al., 1995; Rams et al., 1996; Edwardsson et al., 1999), bem como em
bolsas periodontais de fumantes (Kamma et al., 1999), de individuos diabéticos (Yuan et
al., 2001), de mielossuprimidos (Peterson et al., 1987) e, ainda, em lesdes de peri-
implantite (Leonhardt et al., 1999). Estes autores, estudando a microbiota de lesdes de peri-
implantite, relataram o isolamento de microrganismos ndo associados primariamente com
as doencas periodontais, como Staphylococcus spp., microrganismos entéricos e Candida

spp., em 55% das lesdes de peri-implantite, ou seja, em propor¢do semelhante aos
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patégenos periodontais reconhecidos, como P. gingivalis, Prevotella intermedia, P.
nigrescens e A. actinomycetemcomitans. Os autores observam que um diagndstico
microbiolégico deveria servir de guia para a escolha de uma terapia antimicrobiana em
pacientes com peri-implantite.

Entretanto, a maioria dos relatos sobre o isolamento subgengival de espécies de
Candida esta associada a enfermidade periodontal em pacientes HIV-positivos (Zambon et
al., 1990; Rams et al., 1991; Moore et al., 1993; Odden et al., 1994; Chattin et al., 1999;
Velegraki et al., 1999; Ryder, 2000; Jabra-Rizk et al., 2001; Pizzo et al., 2002). Odden et
al. (1994), analisando bidpsias de tecido gengival de 27 individuos HIV-positivos, com
diagnodstico de gengivite ou periodontite, comparados a 16 controles HIV-negativos,
observou a penetracdo de hifas e de pseudo-hifas de C. albicans no tecido gengival, apenas
nos individuos infectados pelo HIV. A invasdo tecidual por Candida spp. foi
significativamente mais freqiiente em pacientes com histéria de doenca periodontal
destrutiva do que naqueles sem episddios dessa doengca. A principal alteragao
histopatoldgica foi uma infiltragdo do epitélio gengival por neutréfilos polimorfonucleares,
sugerindo que Candida albicans pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
periodontais em pacientes infectados pelo HIV. Tais pacientes algumas vezes manifestam
determinados tipos de periodontite de evolucdo rdpida, caracterizada por ulceracdo e
necrose do tecido gengival, destruicio e exposi¢cdo do osso alveolar subjacente, com
sangramento espontaneo e dor severa; essas doencas sdo denominadas gengivites ou
periodontites ulcerativas necrosantes, conforme atinjam os tecidos gengivais e periodontais,
respectivamente (Newman et al., 2004). Uma outra manifestacao clinica, denominada
“gengivite-HIV™, € caracterizada por um intenso eritema linear na margem gengival. Tais
formas de doenca periodontal t€ém sido freqiientemente associadas a infeccdo por espécies
de Candida, e tém sido observadas tanto em adultos como em criangas, como uma
importante manifestacdo da AIDS na cavidade bucal (Odds et al., 1994; Velegraki et al.,
1999; Chattin et al., 1999; Holmstrup, 1999; Portela et al., 2004). Desse modo, para Ryder
(2000), os profissionais da drea odontoldgica devem compreender que as infecgdes

periodontais em pacientes HIV-positivos podem estar associadas também a colonizacdo dos
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tecidos periodontais por patégenos oportunistas, sendo Candida spp. um dos mais
importantes.

Outro aspecto abordado pela literatura, de interesse principalmente na
manifestacdo de doengas periodontais em pacientes enfermos e/ou imunocomprometidos, €
que a microbiota subgengival como um todo, que infecta as bolsas periodontais, também
tem sido associada com a manifestacdo de enfermidades de ordem geral (Garcia et al.,
2001; Raber-Durlacher et al., 2002; Jin et al., 2003). Alguns pesquisadores tém
considerado que as periodontites podem constituir um fator de risco para determinadas
enfermidades tais como, dentre outras, doencas respiratdrias (Scannapieco, 1999); diabete
melito (Grossi & Genco, 1998); doencgas cardiovasculares e acidente vascular cerebral
(Morrison et al., 1999; Hayrinen-Immonen et al., 2000), como resultado da disseminacao
de patogenos periodontais e/ou mediadores inflamatérios na corrente circulatdria, afetando
adversamente o estado geral de satde do individuo. Entretanto, outros autores ndo puderam
comprovar essa relacao (Hujoel et al., 2000; Mattila et al., 2000) e muitas questdes a esse
respeito ainda permanecem sem resposta definitiva. Para Garcia et al. (2001), se essas
hipéteses forem comprovadas, os objetivos tradicionais do tratamento periodontal podem
ser alterados, e incluir, além da prevencdo da perda de suporte dental, a melhoria das
condig¢des gerais de saide da populacao.

Raber-Durlacher et al. (2002), numa revisao da literatura, abordaram a
patogénese das doencas periodontais e a possibilidade de veiculagdo sist€mica de
microrganismos subgengivais, em pacientes com cancer tratados com quimioterapia. Estes
autores relataram que as infeccdes bucais sdo problemas significativos, principalmente
porque, durante as neutropenias que ocorrem apds o tratamento quimioterapico, € alto o
risco de infec¢Oes disseminadas a partir de microrganismos residentes na boca. Desse
modo, os tecidos periodontais inflamados podem agir como um foco infeccioso, trazendo
significativa morbidade e, em alguns casos, risco a vida. Ainda para estes autores ha
evidéncia de que gengivites e periodontites pré-existentes estejam associadas, nesses
pacientes, a episddios de febre e sepsis, pois o epitélio ulcerado da bolsa periodontal pode
servir como uma via de entrada de microrganismos na corrente sanguinea, € para a

veiculacdo sist€mica de endotoxinas bacterianas e outros mediadores inflamatérios. Além
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de bactérias gram-negativas, anaerdbias estritas ou facultativas, o biofilme subgengival
também abriga outros patégenos, como a espécie C. albicans, passiveis de disseminagdo
sistémica. Para tais pesquisadores, a incidéncia de focos infecciosos na cavidade bucal
nessas populacdes € provavelmente subestimada, e sua prevencdo e tratamento podem ser
criticos para a manutencdo da satde. Todos esses dados, tomados em conjunto, apontam
para a necessidade de cooperagdao multidisciplinar entre os diversos profissionais das dreas
médicas e bioldgicas, de forma a melhor esclarecer o papel das infeccdes periodontais em
grupos populacionais diferenciados.

Desse modo, varios estudos relatam que as espécies de Candida, presentes na
mucosa ou em areas subgengivais, mesmo em individuos assintomaticos, podem contribuir
tanto para patogénese da doenga periodontal, como também aumentar o risco de candidoses
superficiais ou disseminadas, especialmente em casos de comprometimento imune
(Damjanovic et al., 1993; Nikawa et al., 1998; Redding et al., 1999; Marco et al., 1999;
Jabra-Rizk et al., 2001; Luu et al., 2001; Al-Karaawi et al., 2002; Starr et al., 2002; Epstein
et al., 2003).

Epstein et al. (2003), estudando um grupo de pacientes transplantados, relataram
que a colonizagdo orofaringea por espécies de Candida é comumente observada em
pacientes que recebem transplante de células hematopoiéticas, mesmo com o uso de
profilaxia anti-fungica tdpica ou sistémica. Para esses autores, a candidose disseminada foi
um fato comum nos pacientes que ndo sobreviveram no periodo pds-transplante, sendo que
as leveduras podem disseminar-se pela corrente circulatéria a partir de uma infecgdo
mucosa superficial, e implantar-se em varios 6rgaos internos importantes. Estes autores
também sugeriram que a prevencao da colonizacdo da orofaringe por Candida spp. € das
candidoses bucais € essencial para evitar as candidemias. Luu ef al. (2001), num estudo
sobre a transi¢do de C. albicans de sitios superficiais, como a mucosa bucal, para a corrente
circulatéria, relatam que as mesmas linhagens que colonizam sitios superficiais possuem
também a capacidade de invadir a corrente sanguinea, € que o aumento na incidéncia de
infeccoes fungicas acontece numa época em que a mortalidade por infeccdes bacterianas
vem decrescendo, com a administracdo de antibidticos de largo espectro, enquanto essas

leveduras continuam a produzir infec¢des sistémicas severas.
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Entretanto, muitas das interagdes desses microrganismos com o hospedeiro
ainda sdo pouco compreendidas (Ollert et al.,1995; Hube & Naglik, 2001). Por exemplo, os
mecanismos de defesa as candidoses sdo complexos, e diferentes tipos de infeccdo podem
ocorrer, dependendo do grau e do tipo de deficiéncia imune (Vargas & Joly, 2002). As
infecgdes mucosas sdo as formas mais comuns de candidose, mas as sistémicas também
ocorrem, € os mecanismos de defesa para cada uma podem ser diferentes. Desse modo,
infeccoes sistémicas ndo sdo freqiientes em individuos com deficiéncia de células-T, mas
comuns naqueles com neutropenia ou disfuncao neutrofilica; por outro lado, a resisténcia a
candidose local pode estar associada principalmente as respostas celulares dos linfécitos-T
CD4 (Rodriguez-Galan et al., 2002). Segundo Vargas & Joly (2002), os neutréfilos de
pacientes HIV-positivos mantém suas funcOes adequadamente, sendo a candidose
disseminada raramente observada nessa populacdo; porém as fung¢des dos macréfagos
declinam, e o ndmero de células T-auxiliares também fica comprometido, predispondo a
candidose orofaringea. Todavia, os vdrios mecanismos responsaveis pela resposta imune -
inata, humoral e celular - agem em conjunto na prote¢do contra a infec¢ao por espécies de

Candida (Fidel, 2002).

2.8. Fatores de Viruléncia

A transicdo do estado de comensalismo para o de patogenicidade € bem
controlada nesses fungos, e atribuida a expressdo seletiva de varios fatores de viruléncia,
que agem de forma sinérgica, sob condi¢des predisponentes favordveis. Assim, o tipo, o
estagio e o sitio da infeccdo, além da natureza da resposta imune, fazem com que a levedura
expresse um ou outro de seus variados fatores de viruléncia (Hube & Naglik, 2001) e,
dentre os quais, a atividade enzimdtica extracelular, proteolitica ou lipolitica, parece
desempenhar um papel principal na patogenicidade desses microrganismos (Kaminishi et
al., 1995; Willis et al., 2001).

As membranas celulares sdo constituidas de lipideos e proteinas, e estes
constituintes podem servir como um alvo para o ataque das enzimas microbianas. Fungos
patogénicos como Candida albicans secretam uma variedade de enzimas, cujos principais

representantes sao classificados em dois tipos: as proteinases, que hidrolizam as ligacdes
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peptidicas das proteinas e as fosfolipases, que hidrolizam os fosfolipideos da membrana
plasmdtica. A atividade enzimdtica produz disfuncdo ou rompimento da membrana das
células do hospedeiro (Ghannoum, 2000). Shimizu et al. (1996), num estudo sobre a
producdo enzimatica por espécies de Candida, relataram que apenas C. albicans foi capaz
de produzir simultaneamente as quatro classes de enzimas analisadas: hialuronidase,
condroitin-sulfatase, proteinases e fosfolipases. Além disso, a a¢do combinada dessas
enzimas contribuiu para o potencial patogénico das cepas secretoras, aumentando o poder
de viruléncia em camundongos. Entretanto, nenhuma diferenca foi encontrada entre as
cepas de C. albicans isoladas da saliva de portadores assintomdticos e de pacientes com
candidose, quanto a producdo enzimadtica ou ao potencial patogénico. Ghannoum (2000)
observa que o estudo desses fatores de viruléncia € relativamente recente e estd em rapida
evolucgdo, o que auxiliard a elucidar a contribuicao destas enzimas para a viruléncia flngica,

num futuro préximo.

2.9. Enzimas Aspartil Proteinases Secretadas (Saps)

As enzimas proteoliticas tém atraido a atencdo de muitos pesquisadores, sendo
que as enzimas Aspartil Proteinases Secretadas (Saps) vém sendo o principal foco de
investigacdo na viruléncia de C. albicans. Essas enzimas foram detectadas também em
bactérias como Pseudomonas, Porphyromonas e Serratia, induzindo o aparecimento de
reacOes inflamatdrias, com os conseqiientes sintomas clinicos. Cepas com alta atividade de
proteinase sdo mais capazes de causar infeccdo do que aquelas com menor atividade ou
mutantes enzima-deficientes. (Kaminishi et al., 1995; Na et al., 1997). Dentro do género
Candida, essas enzimas sdo secretadas pela maioria das cepas de espécies consideradas
mais patogénicas, como C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. parapsilosis,
estando ausentes em leveduras nao-patogé€nicas como S. cerevisae, 0 que corrobora a
hipétese de que estejam envolvidas na viruléncia (Shimizu et al., 1996).

As Saps sao produzidas intracelularmente, e transportadas através de vesiculas,
do citoplasma até a superficie, sendo entdo secretadas para o meio extracelular. No entanto,
algumas classes de proteinases, (Saps 9 e 10), permanecem ancoradas ao

glicosilfosfatidilinositol (GPI), associadas a membrana celular da levedura (Hube & Naglik,
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2001). Para estes autores, todas as aspartil proteinases maduras contém seqii€éncias-
consenso de aminodcidos, incluindo 2 residuos conservados de aspartato no sitio ativo.
Residuos conservados de cisteina estdo provavelmente implicados na manutengdo da
estrutura tridimensional da proteina. As Saps formam um grupo de enzimas proteoliticas
codificadas por uma familia de genes contendo 10 membros (SAPI a SAP10). Pouco depois
da descoberta da isoenzima Sapl, mais 9 genes foram identificados, e todos ja
seqiienciados (Kaminishi et al., 1995; Hube & Naglik, 2001; Zaugg et al., 2001). A familia
de genes SAP fornece um eficiente sistema proteolitico, vital para o sucesso de Candida
spp., tanto na colonizagdo comensal quanto no desenvolvimento de infec¢cdes. Desse modo,
tais enzimas podem permitir a aquisi¢do de nutrientes por C. albicans, pela protedlise de
substratos do hospedeiro. Por exemplo, a atividade da enzima Sap2 possibilita ao fungo
crescer eficientemente em meio contendo albumina ou outra proteina, como tnica fonte de
nitrogénio (Hube et al., 1994; White & Agabian, 1995). Entretanto, esse grupo de enzimas
pode ter evoluido e se adaptado para uma funcado de viruléncia mais direta, por exemplo, a
capacidade de lesar membranas celulares, de aumentar a adesdo da levedura as células do
epitélio mucoso (Hube & Naglik, 2001), além de induzir respostas inflamatorias, pela
liberacdo de mediadores como a Interleucina-1f3 (Beausejour et al., 1998). A inativacdo de
componentes imunes tais como IgG e IgA favorece a adesado e a penetracao de C. albicans
nos tecidos bucais, assim como a evasdo da resposta imune, por dificultar a atividade
fagocitaria (Ollert et al., 1995; Kaminishi et al., 1995; Borg Von Zepelin et al., 1998;
Higewald et al., 2002). Kaminishi et al. (1995), analisando a a¢do das proteinases de C.
albicans sobre a atividade antibacteriana e de opsonizacdo do soro humano, observaram
uma capacidade significativamente reduzida na fagocitose de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli por neutréfilos polimorfonucleares, quando em contato com soro humano
tratado com proteinase. Esse disturbio foi atribuido a hidrélise enzimdtica da porcdo Fc da
IgG e da fragdo C; do complemento, tornando deficiente a atividade de opsonizacdo e a
fagocitose dos microrganismos.

A degradacio proteolitica dos inibidores endégenos de proteinase, como a o.-
macroglobulina e o a-1 inibidor de proteinase, foi demonstrada por Pichova et al. (2001),

através da técnica de SDS-PAGE, sugerindo que a destruicdo de proteinas reguladoras da
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resposta inflamatéria e a perturbacdo nos mecanismos de defesa debilitam o hospedeiro
infectado por C. albicans. Estes pesquisadores demonstraram que a utilizagdo terapéutica
de inibidores da secrecdo de proteinases como, por exemplo, a pepstatina A, foi util em
casos de vaginite experimental, em ratas infectadas com cepas altamente produtoras de
proteinase, isoladas de um paciente HIV-positivo. Contudo, o potencial de viruléncia das
aspartil proteinases tem sido demonstrado, principalmente, pelo estudo do comportamento
de cepas mutantes de C. albicans, deficientes em alguns desses genes, que exibem
viruléncia diminuida em modelos animais de dissemina¢do hematogénica, comparados com
a cepa parental (Pichovd et al., 2001). Estudos imunoquimicos e histopatolégicos
demonstraram a presenca de antigenos Sap em quase todos os 6rgdos de pacientes
imunocomprometidos que faleceram em conseqiiéncia de candidose disseminada (Ruchel et
al., 1991).

A expressdo dessas enzimas € rigidamente controlada (Naglik et al., 1999), e,
assim, esses genes sao expressos diferencialmente, in vivo, de acordo com o tipo e o estiagio
do processo infeccioso, pois diferentes proteinases sdo requeridas para agir sobre proteinas
e tecidos especificos do hospedeiro (Ollert ef al.,1995; Pichova et al., 2001; Hube &
Naglik, 2001). Portanto, a manifestacdo clinica da infec¢do parece estar associada ao
padrao de expressao de algumas classes de proteinases; por exemplo, a expressao das Saps
1 e 3 foi detectada por Naglik et al. (1999), apenas em individuos com candidose. A
germinacdo de hifas também pode ser determinada pela secrecdo de algumas dessas
isoenzimas. Sendo assim, nem todas as proteinases sdo requeridas a0 mesmo tempo ou no
mesmo estidgio do processo infeccioso, e nem todas contribuem para os mesmos tipos de
infeccdo (White & Agabian, 1995; Naglik et al., 1999). Foi demonstrado em modelos
animais, que as Saps 1, 2 e 3 sdo as principais classes de proteinases secretadas durante as
infeccdes bucais superficiais (Schaller et al., 1998). Ao contrario, nas infecgdes sistémicas,
predomina a expressdao das Saps 4, 5 e 6 (Staib er al., 2000). Estes autores também
relataram que a isoenzima Sap2 foi encontrada nas fases tardias da candidose sistémica.
Naglik et al. (1999), estudando o padrdo de expressdo desses genes em humanos, através da

deteccio do mRNA, relatou que a patogénese das infec¢des por C. albicans pode estar
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associada com a expressao genética diferencial dessas isoenzimas, evidenciando seu papel
na candidose bucal humana.

A regulagdo da transcricdo desses genes € dependente de varios mecanismos:
por exemplo, a isoenzima Sap2 é regulada por um mecanismo de feedback positivo, em que
peptideos advindos da hidrdlise de proteinas de alto peso molecular induzem a transcri¢ao
do gene SAP2. Ao contrdrio, a transcricdo dos genes que codificam as enzimas Sapl e Sap3
ocorre durante as alteracOes fenotipicas, manifestadas por determinadas cepas. Ja a
expressdo da Sap8 € regulada pela temperatura e as Saps 9 e 10 sdo constitutivamente
expressas, sob a maioria das condicdes ambientais, tanto pelas hifas como pelas células da
levedura (Hube & Naglik, 2001).

Durante o curso das infec¢es, C. albicans encontra diversos tecidos e
condi¢des ambientais, o que pode explicar a necessidade de a levedura possuir um arsenal
de genes codificando enzimas proteoliticas. A posse de uma familia de genes confere a
estes microrganismos as vantagens bioldgicas de se ter uma segunda linha enzimadtica,
quando uma das enzimas falhar ou for perdida (Ibrahim ez al., 1998). Por exemplo, a
inativacdo dos genes SAP 1 e 3, associados a infec¢do bucal, induz um aumento da
secrecdo das isoenzimas Saps 5 e 8, sugerindo a existéncia de um mecanismo
compensatério, de modo que C. albicans pode compensar a perda de alguns genes por
super-regular genes alternativos (Hube & Naglik, 2001).

As enzimas aspartil proteinases ja foram consideradas ativas apenas em pH
acido, o que poderia ser ecologicamente desvantajoso para esses fungos; entretanto,
posteriormente, foi observado que as diferentes isoenzimas possuem diferentes pH 6timos
de atividade, e que algumas estdo adaptadas para funcionar em pH préximo da neutralidade
(Monod et al., 1998). Desse modo, a Sap 2 age principalmente em pH 4cido, em torno de 4;
as Saps 4, 5 e 6 sdo ativas em pH fisiolégico, e a Sap3 conserva sua atividade num pH
préoximo de 2 (Borg Von Zepelin et al., 1998). Isso permite a C. albicans manter uma
atividade proteolitica em ambientes com pH variando de 2 a 7, o que pode ser essencial
para sua adaptacdo aos diversos ambientes encontrados no hospedeiro. Além disso, para

Hube & Naglik, (2001), essa levedura € capaz de acidificar ativamente o meio-ambiente, de
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forma a criar micro-nichos 6timos para a atividade enzimadtica, durante o processo
infeccioso.

Outra questdo a ser considerada é que a evolucdo dessa familia de genes tem
permitido uma expressdo enzimdtica coordenada com outros fatores de viruléncia, como a
capacidade adesiva e a formacgdo de hifas, contribuindo para o potencial patogénico de C.
albicans e para a sua grande capacidade adaptativa. A expressao conjunta de alguns desses
genes pode resultar num efeito sinérgico, importante para a colonizacdo ou para a infec¢ao
(Hube & Naglik, 2001).

Staib (1965) foi o primeiro pesquisador a demonstrar a presenca de uma
proteinase dcida em C. albicans e, posteriormente, Remold et al. (1968) conseguiram
purificar essa enzima, e demonstrar uma maior viruléncia das cepas proteoliticas em
relacdo as nao-proteoliticas, em experimentos com cobaias, relatando, pela primeira vez,
uma associagdo entre atividade enzimadtica e viruléncia de C. albicans.

A producdo de proteinases por diferentes isolados dessa levedura pode variar
bastante. Chakrabarti et al. (1991), examinando amostras de C. albicans provenientes de
diversos sitios anatOomicos, observou que a atividade enzimdtica de proteinases foi
observada em 44 a 84% dos isolados, dependendo do sitio de origem. Penha et al. (2000),
analisando isolados bucais dessas leveduras, verificou que 100% eram produtoras de
proteinase. Wu et al. (1996) encontraram que os isolados de C. albicans provenientes de
pacientes infectados pelo HIV foram mais proteoliticos que os obtidos de portadores
sauddveis e assintomdticos. Também para Cassone et al. (1998), os isolados de C. albicans
de lesdes de candidose demonstraram maior atividade enzimdtica do que aqueles
provenientes de portadores assintomaticos.

Todavia, Candido et al. (2000), comparando a atividade enzimdtica entre
isolados de C. albicans obtidos de portadores assintomdticos e de individuos que
manifestavam candidose, nao observaram diferenca significativa entre os grupos. Da
mesma maneira, McMullan-Vogel et al. (1999), analisando a atividade enzimdtica das Saps
por isolados de C. albicans, em individuos com candidose no palato relacionada ao uso de
préteses totais, ndo encontraram diferenca significativa na atividade enzimdtica de

proteinases, entre estes isolados e aqueles provenientes de individuos portadores
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assintomdticos, ndo-usudrios de prétese; os autores concluiram que nao houve, na cavidade
bucal de usudrios de proteses totais, uma selecio de cepas de C. albicans altamente
secretoras de proteinases, como observada entre HIV-positivos. No entanto, isso nao
significou, para os autores, que essas enzimas nao fossem importantes para a infec¢ao, mas
que o ambiente de estagnacdo, criado sob as préteses, com um baixo pH, e onde a acdo do
fluxo salivar estd diminuida, favorece uma maior concentragdo e atividade enzimatica local.
Portanto, uma secre¢do enzimatica aumentada pode nao ser particularmente necessdria para
o desenvolvimento da candidose no palato.

Para induzir a secrecdo enzimadtica, varios meios de cultura, com diferentes
composi¢des de proteinas ja foram testados (Ray & Wuepper, 1976). As enzimas sao
secretadas, in vitro, quando as leveduras s3o cultivadas em presenca de proteinas exdgenas
como fonte de nitrogénio, como a albumina do soro bovino (Angiolella et al., 1996). Dentre
os métodos utilizados para avaliar a producdo destas enzimas, o método do cultivo em
placas de petri, descrito por Ruchel et al. (1982), empregando meio sélido enriquecido com
albumina, tém sido utilizado em muitas pesquisas de atividade enzimdtica (Ghannoum &
Abu-Alteen, 1986; Penha et al., 2000; Candido et al., 2000; Hannula, 2000). Estudos feitos
por Hube et al. (1994) e White & Agabian (1995), demonstraram que apenas a secre¢io da
isoenzima Sap?2 é suficiente para o crescimento de C. albicans em meio de cultura contendo
proteina como unica fonte de nitrogénio. Foi constatado também que essa isoenzima pode
degradar eficientemente vdarios substratos do hospedeiro, como queratina, coldgeno,
fibronectina e mucinas, assim como a lactoferrina salivar e IgA (Ruchel et al., 1992). De
acordo com Candido er al. (2000), estudos utilizando essa propriedade de secrecao
enzimatica em meios de cultura tém possibilitado a biotipagem de C. albicans

Muitos estudos atuais tém ajudado a esclarecer o papel dessas isoenzimas na
viruléncia de C. albicans. Entretanto, a fun¢do exata de cada uma delas, durante o curso das
infeccoes humanas, bem como as conseqiiéncias da acdo enzimdtica sobre os fatores
defensivos do hospedeiro, in vivo, sdo largamente desconhecidas e necessitam ser mais bem
estudadas, de forma a auxiliar no desenvolvimento de novas modalidades de tratamento das

infeccOes causadas por tais espécies (Pichové et al., 2001).
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2.10. Enzimas Fosfolipases

O termo “fosfolipase” refere-se a um grupo heterogéneo de enzimas, que
demonstra capacidade de hidrolisar uma ou mais ligacdes ésteres nos glicerofosfolipideos.
Embora todas as fosfolipases possuam como alvo os fosfolipideos, cada enzima € capaz de
clivar uma ligacdo éster especifica (Ansell & Hawthorne, 1964; Ghannoum, 2000). Ao
catalisar a hidrdlise dos fosfolipideos da membrana celular, geram nessa reagdo o
lisofosfolipideo, metabdlito que pode desestabilizar a membrana plasmaética e danificar uma
variedade de tecidos (Price ef al., 1982; Willis et al., 2001).

De acordo com Ghannoum (2000), a secrecdo extracelular de fosfolipases por C.
albicans foi primeiramente relatada em 1960, através do cultivo da levedura em meio
sOlido contendo gema de ovo. Para este autor, como os fosfolipideos e as proteinas
representam os principais constituintes do envoltorio celular, enzimas capazes de hidrolisar
esses compostos estdo envolvidas no processo de rompimento da membrana celular,
durante a invasdo dos tecidos do hospedeiro.

Quatro classes de isoenzimas fosfolipases foram descritas, todas provavelmente
envolvidas na lise celular ou na alteracao de moléculas superficiais dos tecidos, de modo a
facilitar a aderéncia das leveduras e a infeccdo (Price et al., 1982; Willis et al., 2001). Essas
classes foram designadas pelas letras A, B, C e D, cada qual desempenhando uma funcdo, e
cujo complexo de atividades provoca dificuldades em sua nomenclatura. Além de fungos
como C. albicans, as fosfolipases extracelulares t€ém sido implicadas na patogenicidade de
bactérias, como Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis e S. aureus (Ghannoum, 2000).

Segundo Price & Cawson (1977), as fosfolipases sdo comumente encontradas
em vesiculas, associadas a superficie celular das leveduras. Para Niewerth & Korting
(2001), estas enzimas podem estar relacionadas ao crescimento celular de C. albicans e,
possivelmente, na formagao do tubo germinativo. Estudos de microscopia eletronica tém
demonstrado que a atividade enzimdtica de fosfolipases estd concentrada nas extremidades
das hifas da levedura (Price ef al., 1982; Lane & Garcia, 1991). Lane & Garcia (1991)
avaliaram a producdo extracelular das enzimas fosfolipases por linhagens de C. albicans e

relataram que aquelas que produziram maiores niveis de fosfolipases, também causaram um
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aumento significativo da mortalidade em camundongos. Willis et al. (2001), relataram que
pacientes sem sinais clinicos de candidose abrigavam significativamente menos cepas
produtoras de fosfolipase do que pacientes que manifestavam candidose bucal. Além disso,
significativamente maior quantidade de linhagens de C. albicans, provenientes de pacientes
diabéticos com candidose, produziram fosfolipase, sugerindo que algumas cepas de C.
albicans sao mais patogénicas que outras.

Banno et al. (1985), detectaram a presenca da fosfolipase B (PLB) em filtrados
de cultura de C. albicans, e relataram que o pH 6timo para a atividade enzimdtica é em
torno de 4,0 a 5,0. Para tais autores, esta € a principal classe de fosfolipases secretada pelas
linhagens patogénicas de C. albicans. A fosfolipase C (PLC) tem atividade 6tima em pH
em torno de 7,5 e, segundo Bennett et al. (1998), sua atividade € aumentada nas fases de
hifa. A producio de fosfolipase D (PLD) € estimulada durante a ocorréncia de dimorfismo
celular (McLain & Dolan, 1997).

Price et al., em 1982, descreveram um método pritico para a detec¢do de
fosfolipases de C. albicans. Esses autores propuseram que a gema de ovo, substrato com
grande quantidade de fosfolipideos, fosse incorporado ao meio Agar Sabouraud Dextrose.
Quando os isolados de Candida, produtores de fosfolipases, eram cultivados nesse meio,
ocorria uma zona de degradacdo enzimdtica dos fosfolipideos, formando um halo
observédvel em torno das colonias. Esse halo seria originado provavelmente, segundo os
autores, pela formagdo de complexos entre o calcio e os dcidos graxos provenientes da acao
das fosfolipases nos fosfolipideos da gema de ovo. Esse método tornou-se tradicional para a
determinacdo da atividade enzimatica de fosfolipases em isolados de C. albicans
(Samaranayake et al., 1984; Williamson et al., 1986; Lane & Garcia, 1991; Candido et al.,
2000). Segundo Ibrahim et al. (1995), a PLB € a principal classe de fosfolipase detectada
pelo método da placa contendo a gema de ovo como substrato. Entretanto, para Fu et al.,
(1997), pelo fato da gema de ovo conter substratos também para as enzimas lipases, que
degradam triglicerideos, esse método nao € especifico, e deveria ser utilizado apenas para
um rastreamento inicial dos isolados de C. albicans.

A producdo de fosfolipases pode ser varidvel entre os isolados de C. albicans

(Williamson et al., 1986). Estes autores, analisaram a atividade enzimadtica de 100 isolados
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bucais desta espécie, e relataram que apenas 6% deles ndo produziram fosfolipases.
Samaranayake et al. (1984), analisaram 41 isolados de C. albicans e constataram que 79%
dos isolados eram produtores de fosfolipases, enquanto outras espécies como C. tropicalis,
C. glabrata e C. parapsilosis ndo as produziam. Shimizu (1989), observaram que 100% dos
isolados de C. albicans eram fosfolipase-positivas. Vdrios outros autores t€ém observado
uma producdo varidvel dessas isoenzimas por isolados de C. albicans, em diversas
condig¢des clinicas (Maffei, 1996; Souza et al., 1990; Ibrahim et al., 1995; Penha et al.,
2000; Hannula, 2000).

2.11. Identificacio e genotipagem de Candida spp.

A 1identificacdo e a caracterizacdo das espécies de Candida podem ser feitas
através de testes fenotipicos cldssicos, como a micromorfologia e a andlise dos diferentes
perfis bioquimicos apresentados por essas espécies (Sandven, 1990). Além disso, o estudo
de propriedades como, dentre outras, a capacidade de secre¢do enzimatica (Price et al.,
1982), de formacao de biofilmes, pela coagregacdo intergenérica (Jabra-Rizk et al., 2001);
de sensibilidade aos anti-fungicos (Pfaller et al., 2003), e a sorotipagem (Hannula et al.,
2001), permite uma caracterizacdo fenotipica dos isolados clinicos. Entretanto, as
comparacdes entre os isolados, baseadas nos métodos de biotipagem, trazem o risco de
agrupar linhagens geneticamente distintas, mas que apresentam fenotipos similares, ou ao
contrario, separar as geneticamente semelhantes com fendtipos distintos (Hellstein et al.,
1993). Portanto, o uso de métodos moleculares modernos, associados aos fenotipicos, tém
permitido o aprimoramento da identificagdo e um maior conhecimento sobre as relagdes de
comensalismo e patogenicidade que as espécies de Candida, principalmente C. albicans,
estabelecem com o hospedeiro, como, por exemplo, o papel de diferentes cepas em
infeccOes recorrentes, a andlise dos padrdes de transmissibilidade e do potencial de
viruléncia, bem como a resisténcia aos antifingicos, pelas diferentes linhagens dentro de
cada espécie (Sullivan et al., 1996; Clemons et al., 1997; Hannula et al., 2001; Al-Karaawi
et al., 2002; Samaranayake et al., 2003).

Assim, a caracterizagdo molecular, em nivel de subespécies, é necessaria para

esclarecer muitos aspectos sobre a epidemiologia das infec¢des produzidas por estes
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patégenos oportunistas (Sanz et al., 1996), e varios métodos de genotipagem, como a
andlise por enzimas de restricio (REA), a eletroforese de isoenzimas (MLEE), a
eletroforese de campo pulsado (PFGE) e os métodos baseados na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR e RAPD), dentre outros (H6flinG & Rosa, 1999; Rosa et al., 2000), vém
sendo utilizados para mensurar o grau de relacionamento genético, verificando possiveis
associacoes de determinadas linhagens com caracteristicas fenotipicas, € com os parametros
do hospedeiro (Dahl et al., 1997; Xu J et al., 1999; Redding et al., 1999; Pizzo et al., 2002).
Para McCullough et al. (1999), os métodos de genotipagem baseados na andlise
dos 4cidos nucleicos sdo altamente especificos e reprodutiveis. A Reacdo em Cadeia da
Polimerase - PCR (Polimerase Chain Reaction) € uma poderosa técnica, que envolve a
sintese in vitro de milhdes de copias de um determinado segmento de DNA, na presencga da
enzima Taq DNA polimerase (Saiki et al.,1988). Como vantagens dessas técnicas estdo a
relativa rapidez, simplicidade e aplicabilidade universal, enquanto seu poder
discriminatério se mantém compardavel aos métodos mais complexos, como o PFGE ou
REA (Van Belkum et al., 1994). Clemons et al. (1997), comparando o poder
discriminatério de 3 técnicas moleculares - REA, PFGE e RAPD, na anélise da diversidade
genética de C. albicans, relataram que o método de PFGE demonstrou o menor poder
discriminatério, enquanto os métodos REA e RAPD demonstraram uma resolugao similar.
Na técnica de RAPD, ou AP-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase com
Primer Arbitrério), € utilizado apenas um unico primer, composto por uma curta seqiiéncia
de nucleotideos, que hibridiza de forma aleatéria na fita molde (femplate) de DNA,
enquanto que na técnica de PCR cldssica s@o empregados um par de primers, espécie-
especificos, para amplificar uma seqii€ncia-alvo conhecida no genoma estudado (Welsh &
McClelland, 1990). A técnica de RAPD, desenvolvida por Williams et al. (1990), permite a
andlise de uma grande diversidade de organismos, detectando polimorfismos intra e inter-
espécies, sem necessidade de prévio conhecimento sobre as seqiiéncias-alvo a serem
amplificadas no DNA de interesse. Tais polimorfismos funcionam como marcadores
genéticos, segundo esses autores, € podem ser utilizados para uma variedade de aplicacgoes.

Entretanto, para Dassanayake et al. (2000), a reprodutibilidade do método depende da
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cuidadosa padronizagdo das reacdes, e seu poder discriminatério depende do primer
utilizado e da otimiza¢@o dos experimentos.

Atualmente o método de RAPD vem sendo largamente empregado em estudos
epidemioldgicos de leveduras (Sanz et al., 1996; Xu J et al., 1999; Donnelly et al., 1999;
Kurzai et al., 1999; Jain et al., 2001; Ahmad et al., 2003), inclusive de isolados clinicos
provenientes de diversos sitios da cavidade bucal, em grupos populacionais caracterizados
por uma variedade de condicdes clinicas (Hannula et al., 1997; Clemons et al., 1997;
Hannula et al., 1999; Mehta et al., 1999; Waltimo et al., 2001; Hannula et al., 2001;
Samaranayake et al., 2003; Gugnani et al., 2003; Hossain et al., 2003; Mardegan, 2003).

Sanz et al., (1996) genotiparam 16 isolados de C. albicans, provenientes de
diferentes sitios anatdomicos, utilizando 4 primers arbitrarios, e relataram que o primer AP-
03 foi o que apresentou maior poder discriminatério, gerando 8 padrdes distintos de DNA
entre estes isolados. Ahmad et al. (2003), também utilizaram a técnica de RAPD utilizando
3 primers arbitrdrios, para investigar a colonizacao e a diversidade genética de espécies de
Candida, inclusive C. albicans, entre pacientes internados em Unidades de Terapia
Intensiva e enfermeiros sauddveis, em um hospital universitario no Kuwait. Também para
estes autores, o primer AP-03 demonstrou maior poder discriminatério que os demais.
Mardegan (2003), analisando isolados bucais de C. albicans em criangas clinicamente
sauddveis, carie-ativas ou livres de cdrie, provenientes de uma unica localidade geografica,
utilizaram o RAPD com o primer AP-03, e encontraram uma grande diversidade genotipica
entre os isolados, com mais de um gendtipo colonizando o mesmo hospedeiro.

Hannula ef al. (1997) relataram que, através da utilizagdo de 2 primers, um dos
quais o OPA-03, foi possivel distinguir entre diferentes espécies de leveduras bucais,
incluindo C. albicans e C. dubliniensis, e também de acessar a variabilidade genética entre
as linhagens dentro de uma mesma espécie, em populacdes sauddveis e assintomdticas.
Hannula et al. (1999), num estudo sobre a transmiss@o de linhagens bucais e nasofaringeas
de C. albicans entre pares mae-filho, utilizando o primer arbitrario OPA-03, relataram que
isolados de C. albicans possuiam perfis genotipicos similares, mas ndo necessariamente
idénticos, o que possibilitou distinguir diferentes linhagens, bem como estabelecer o padrao

de transmissibilidade desses microrganismos. Xu J et al. (1999), através de RAPD com o
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primer OPA-03 e por PCR-fingerprinting com a sequéncia M13, puderam acessar a
diversidade genética de espécies de Candida em 3 sitios anatdomicos, de 3 grupos de
mulheres.

Todavia, observagdes recentes vém, em conjunto, demonstrando que a
epidemiologia de C. albicans € bastante complexa e que, embora este seja um patégeno
importante, freqiientemente encontrado na cavidade bucal de hospedeiros humanos, alguns
aspectos ecoldgicos fundamentais necessitam ainda de maiores esclarecimentos (Soll,
1993). Por exemplo, € geralmente assumido que, pelo fato de C. albicans ser um habitante
comum da cavidade bucal de individuos assintomaticos, as infec¢des oportunistas, que
eventualmente ocorrem, seriam produzidas pelas préprias cepas comensais residentes;
assim, todas, ou pelo menos a maioria dessas linhagens, seriam consideradas também, por
definicdo, patdégenos oportunistas (Hellstein et al., 1993; McCulough et al., 1994; Xu J et
al., 1999; Samaranayake et al., 2003). Ao contrdrio, outras pesquisas observam que, na
transicdo do estado comensal para o patogénico pode ocorrer, na orofaringe, uma
substitui¢do das cepas residentes por outras linhagens, mais virulentas e melhor adaptadas,
numa selecdo de patégenos (Schmid er al., 1992; Schroppel et al., 1994; Miyasaki et al.,
1994). Para Ollert et al. (1995), embora a hipdtese da emergéncia de uma nova e
hipervirulenta cepa de C. albicans venha sendo descartada como causa da severidade e do
carater recorrente de alguns tipos de candidose, ha indicios de que a selecdo de patogenos €
possivel, e ndo pode ser totalmente ignorada, principalmente em pacientes HIV-positivos.

Schmid et al. (1992) demonstraram, por experimentos de hibridizacdo genética
com a sonda Ca3, que certas linhagens de C. albicans, embora também detectadas na
cavidade bucal de HIV-negativos, sdo mais freqiientemente isoladas de pacientes com
AIDS. Estes autores observaram que a alteracdo da microbiota, determinada pela maior
proliferacdo dessas linhagens, acontece precocemente na cavidade bucal, antes da
manifestacdo da infec¢do, e que permanece estivel durante todo o curso da candidose
orofaringea. Utilizando esta mesma sonda, Miyasaki et al. (1994) também demonstraram
que a candidose bucal recorrente em HIV-positivos € usualmente causada por uma unica
linhagem persistente, que pode ser transmitida entre parceiros sexuais € tornar-se

predominante em ambos os individuos. Para Schmid et al. (1992), as alteragdes ecoldgicas
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no meio-ambiente podem favorecer a proliferacdo de cepas mais virulentas de C. albicans.
Ollert et al. (1995) observaram que as cepas provenientes de individuos HIV-positivos,
demonstravam uma maior atividade enzimatica de aspartil proteinases, € uma menor
susceptibilidade aos agentes anti-flingicos azdis, comparados aos controles HIV-negativos.
Porém, de acordo com esse estudo, as razdes para que ocorram a selecdo e a substitui¢ao
das cepas comensais permanecem obscuras.

Desse modo, recentes estudos sobre as populacOes genéticas de C. albicans,
isoladas de HIV-positivos, apontam para uma selecao de cepas mais virulentas e para um
modo clonal de reproducdo dessas linhagens. Este fato tem grandes implicagdes na
patogénese da candidose bucal, pela possibilidade de disseminagdo de linhagens genéticas
virulentas e altamente resistentes de C. albicans, selecionadas em individuos infectados
pelo HIV. McMullan-Vogel er al. (1999) também sugeriram um papel das aspartil
proteinases na selecdo dessas cepas, cuja caracteristica particularmente importante € a
invasdo tecidual, comumente observada em candidoses associadas a infeccao pelo HIV, e
raramente vista em HIV-negativos.

Porém, Xu J et al. (1999) ndo encontraram diferencas significativas quanto a
diversidade de espécies e genotipica na microbiota de leveduras colonizando mulheres, nem
em relacdo as condi¢cdes do hospedeiro (HIV, gravidez e grupo-controle), nem em relagao
aos sitios anatdmicos estudados (cavidade bucal, vagina e reto), e relatam que, neste estudo,
nao houve substituicdo das cepas comensais por qualquer linhagem particular.
Samaranayake et al. (2003), num estudo para verificar a ocorréncia de alteracdes na
microbiota de C. albicans, na cavidade bucal de HIV-positivos, assintomaticos ou com
candidose orofaringea, também relataram que cepas provenientes das lesdoes de candidose
ndo representaram clones geneticamentes distintos das cepas comensais, provenientes de
portadores assintomaticos dessa levedura. Contudo, de acordo com Powderly et al. (1993),
a manifestacao de candidoses pode ocorrer por ambos 0s processos.

Dessa forma, segundo Xu J et al. (1999), duas hipoteses t€m sido propostas para
explicar a ocorréncia de infec¢des por C. albicans, com importantes repercussdes no

tratamento das infec¢des clinicas e na elaboragdo de estratégias preventivas:
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1) "Hipoétese da substituicao™: propde que as cepas comensais originais, que
habitam um determinado sitio anatdmico anteriormente a infec¢do, podem ser substituidas
por linhagens de C. albicans potencialmente mais virulentas e bastante similares
geneticamente; se for assim, entdo a microbiota de leveduras do sitio doente deve possuir
um maior grau de similaridade genética entre si, ao contrdrio das cepas provenientes de
sitios assintomadticos, que tendem a ser geneticamente mais diversas. Se este fendmeno
ocorrer freqiientemente, a identificacio das vias de transmissdo dessas linhagens
patogénicas poderia levar a ado¢do de medidas que limitem sua disseminagdo, visto terem
maior potencial de viruléncia e maior capacidade adaptativa que as cepas ditas comensais.

2) "Hipétese da persisténcia™ postula que, ao contrario da hipétese da
substituicdo, as cepas que habitam o hospedeiro assintomdtico, como comensais
inofensivos, seriam as mesmas responsdveis pelos episodios infecciosos. Segundo este
conceito, a manifestacdo da infec¢do dependeria principalmente das condicdes imunes do
individuo, mais do que do potencial patogénico aumentado de algumas linhagens de C.
albicans. Se este for o caso, o conhecimento da microbiota de leveduras em populagdes
consideradas de risco, seria importante no controle e tratamento dessas micoses.

Hellstein et al. (1993) analisaram a diversidade genética entre isolados
comensais e patogénicos de C. albicans, provenientes, respectivamente, de um grupo de
individuos assintomadticos € de outro grupo com lesdes de candidose bucal, através de
hibridizacdo usando Southern blot com a sonda fingerprinting Ca3. A populagdo estudada
era composta por individuos imunocompetentes e provenientes de uma unica localidade
geografica. Os autores relataram que ambos os grupos de cepas, comensais e patogénicos,
se concentravam em um grande cluster, quando colocados para gerar um Unico
dendrograma. Assim, tanto as cepas comensais como as patogénicas pareciam possuir
origens clonais comuns, cuja progénie teria competido, com sucesso, com as demais, pelo
povoamento dos diferentes nichos ecolégicos da cavidade bucal.

Para estes autores, a progénie de uma célula de C. albicans representa uma
linhagem completamente independente das demais, competindo entre si pelo povoamento

de nichos ecoldgicos, tanto nos sitios assintométicos como nas lesdes de candidose. Assim,
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os clones mais competitivos e bem adaptados proliferam numa determinada localidade,
enquanto os menos competitivos tendem a desaparecer.

Boriollo (2004), analisando isolados bucais de C. albicans, em populacdes de
criancas saudaveis em idade escolar, observou, por MLEE, uma alta diversidade genética
entre os isolados, com predominancia de alguns tipos eletroforéticos, sugerindo a existéncia
de um ou mais grupos de isolados bucais de C. albicans, altamente relacionados,
normalmente predominantes dentro e entre subpopulacdes de criangas sauddveis, de
diferentes categorias socio-econdmicas. Outros autores tém relatado também a ocorréncia
de diversidade genética entre isolados bucais de C. albicans, além de uma especificidade
regional na composi¢do da microbiota de leveduras, observando que certos gendtipos sao
amplamente distribuidos geograficamente (Kleinegger et al., 1996; Clemons et al., 1997;
McCullough et al., 1999; Hannula et al., 2001).

Muitas pesquisas tém demonstrado, portanto, que um cluster principal de
isolados de C. albicans, geneticamente relacionados, usualmente predomina em uma dada
populacdo de individuos, num determinado local geografico, indicando uma especificidade
regional dessa espécie (Schmid et al., 1993; Hellstein et al., 1993). Além disso, segundo
Schmid et al. (1999), € possivel que tais linhagens geneticamente homogéneas de C.
albicans fagam parte de um grupo maior, geograficamente disseminado e ecologicamente
bem sucedido. Analisando, entdo, por fingerprinting com a sonda genética Ca3, 266
isolados de C. albicans provenientes de pacientes com diversas formas de candidose, em 12
regides geograficas de 6 paises distintos, estes autores relataram a existéncia de um cluster
disseminado pelas regides estudadas, e encontrado como agente etiolégico predominante
em todas as formas de candidose, em todas as populacOes analisadas, e que, por isso,
deveria ser um foco de atencdo dos pesquisadores. Ainda para Schmid et al. (1999), tais
linhagens seriam provenientes de grupos de cepas ancestrais, comuns a todas as regides, e
que parte de seu sucesso como patdgenos, pode ser explicado pela sua versatilidade, pois,
além de predominarem sobre outras linhagens, nos processos infecciosos, também ocorrem
como organismos comensais, em diferentes tipos de hospedeiros. Estas linhagens foram

entdo denominadas de General Purpose Genotype.
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Alguns autores t€m observado ainda, através de diferentes metodologias
moleculares, o compartilhamento de linhagens de C. albicans por individuos nao
relacionados (Bartie et al.,2001; Hannula et al., 2001; Pizzo et al., 2002; Al-Karaawi et al.,
2002; Boriollo et al., 2004). Bartie et al. (2001), utilizando o método PCR-fingerprinting
com uma combinacdo de diferentes primers, para analisar isolados de C. albicans,
provenientes de grupos de individuos com e sem candidose, relataram que sete linhagens
foram compartilhadas entre 35 pacientes ndo relacionados. Segundo tais autores, uma
possivel explicagdo para este fato pode ser a existéncia de uma especificidade geogréfica
para determinadas populagdes de C. albicans. A ocorréncia endémica dessas linhagens
pode ser resultante de processos de selecao natural, que poderia favorecer a colonizagdo por
uma linhagem especifica da levedura.

Entretanto, para Kam & Xu (2002), o compartilhamento de linhagens €
observado principalmente em pacientes hospitalizados e imunologicamente comprometidos
e, portanto, mais susceptiveis de adquirir microrganismos exdgenos, por exemplo, por
transmissdo interpessoal (Huang et al., 1998), ou ainda em casos de terapia com fluconazol,
onde um diferentes individuos sdo colonizados por um grupo de linhagens resistentes a este
antifiingico (Xu et al., 2000). Mehta et al. (1999), estudando a distribui¢do de linhagens de
C. albicans entre familias, por PFGE, REA e RAPD, também ndo encontraram o
compartilhamento de linhagens entre individuos saudaveis provenientes de familias
distintas.

Além disso, ha outra questdo controversa na literatura, de que um mesmo sitio
anatdmico possa ou nao ser multicolonizado por linhagens distintas de C. albicans. Por
exemplo, alguns autores observaram que um mesmo sitio pode abrigar diferentes linhagens
dessa espécie (Anthony et al., 1995; Kleinegger et al., 1996; Xu J et al., 1999; Bartie et al.,
2001; Samaranayake et al., 2003); no entanto outros relatam que a maioria dos individuos
colonizados abriga, usualmente, uma tnica linhagem de C. albicans (Hellstein et al., 1993;
Mehta et al., 1999; Hannula et al., 2001).

Essa discrepancia de resultados pode ser devido a fatores como diferencas na
capacidade discriminatéria das técnicas utilizadas e/ou a interpretacdo dos resultados

(Hannula et al., 1997), assim como a heterogeneidade das populacdes estudadas, o que
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interfere no controle das varidveis (Xu J et al., 1999). Tais observagdes indicam a
necessidade de padronizacdo dos grupos populacionais e dos diferentes métodos que
fornecem a mensuracdo da distancia genética entre as linhagens, com o objetivo de gerar
bases de dados confidveis para andlises comparativas e retrospectivas entre os estudos
(Pujol et al., 1997).

De acordo com Hannula et al. (2001) e Samaranayake et al. (2003),
aparentemente, individuos mais susceptiveis de desenvolver infecc¢des clinicas tendem a ser
colonizados por vérias linhagens de C. albicans. Utilizando o método de RAPD,
Samaranayake et al. (2003), relataram que individuos infectados pelo HIV comumente
abrigam, simultaneamente, multiplas linhagens de C. albicans, e que a presenca de mais de
um tipo clonal pode ter importantes implicacOes terapé€uticas, como a diferenca na
susceptibilidade aos antifingicos, e a selecdo de cepas resistentes. Estes autores sugerem
que individuos com comprometimento imune deveriam ser monitorados para a presenca de
multiplas linhagens dessa levedura. Um outro estudo reportou a ocorréncia simultanea de
mais de uma linhagem de C. albicans na cavidade bucal de um individuo HIV-positivo e
em outro individuo HIV-negativo (Howell et al. 1996).

Como a maioria dos estudos epidemioldgicos sobre esses microrganimos ¢ feita
em populacdes com diversos tipos e graus de comprometimento imune, sendo ainda
pequeno o conhecimento sobre a distribuicdo das espécies e subespécies de Candida em
populacdes homogéneas sauddveis, alguns autores sugerem maiores pesquisas neste campo,
visto que a ocorréncia de espécies de Candida, mesmo como comensais, pode ser
importante do ponto de vista clinico (Lockhart et al., 1995; Kam & Xu, 2002; Al-Karaawi
et al., 2002).

Algumas pesquisas tém sido dirigidas também com a finalidade de acessar a
diversidade genotipica de isolados subgengivais de C. albicans (Lamster et al., 1998;
Hannula et al., 2001; Pizzo et al., 2002). Por exemplo, a relagdo entre os isolados de C.
albicans provenientes da mucosa bucal e aqueles de dreas subgengivais, ainda € um assunto
pouco explorado, principalmente quanto a diversidade genotipica e a susceptibilidade aos
antifingicos (Pizzo et al., 2002). Estes autores, através de cariotipagem eletroforética,

analisaram 29 isolados subgengivais de C. albicans, em 9 individuos HIV-positivos,
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demonstrando a ocorréncia de diversidade genética entre estes isolados; embora tivessem
sido encontrados, neste estudo, isolados subgengivais geneticamente similares aos
provenientes da mucosa bucal, algumas linhagens de C. albicans foram encontradas
exclusivamente nos sitios subgengivais, sugerindo que a colonizacdo desses ambientes ndao
ocorre apenas como resultado da difusdo de leveduras das superficies mucosas para os
espagos subgengivais, mas que também € possivel que algumas cepas sofram processos
adaptativos nestes ambientes.

A partir desses dados, Pizzo et al. (2002), concluiram, portanto, que
antifiingicos como o fluconazol e itraconazol deveriam ser utilizados, associados a terapia
convencional, no tratamento das infec¢des periodontais oportunistas por C. albicans,
principalmente em HIV-positivos e naqueles individuos de risco a candidose sistémica. A
diversidade clonal de leveduras subgengivais foi também analisada, por AP-PCR, por
Hannula et al. (2001), em 60 individuos sistemicamente sauddveis, provenientes da
Finlandia, Estados Unidos e Turquia; analisando 5 isolados subgengivais de C. albicans por
individuo, estes autores encontraram 27 perfis genotipicos distintos.

Como a maioria dos estudos tem abordado a caracterizagdo de cepas de C.
albicans da mucosa bucal ou de sitios extra-bucais (Schmid et al., 1993; Kleinegger et al.,
1996; Clemons et al., 1997), alguns autores sugerem, portanto, que sao necessarios estudos
adicionais sobre a colonizacdo subgengival por tais fungos, visando a caracterizagdao
fenotipica e molecular de diferentes linhagens, auxiliando, assim, a esclarecer seu papel

como patdgenos periodontais (Hannula et al., 2001; Pizzo et al., 2002).
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3 PROPOSICAO

A presente pesquisa tem como proposta:

Verificar a ocorréncia de Candida spp., em 3 sitios anatomicos da cavidade bucal:
bolsa periodontal, sulco gengival sauddvel e mucosa dos labios, bochechas,
gengivas, palato e dorso de lingua, de pacientes sistemicamente saudaveis, de
ambos os géneros, feminino e masculino, com diagndstico de doenga periodontal
cronica ou agressiva;

Verificar a atividade enzimdtica de aspartil proteinases e fosfolipases, pelos
isolados de C. albicans e C. dubliniensis;

Analisar, pelo método de RAPD, a diversidade genotipica de C. albicans e C.
dubliniensis, bem como sua distribui¢cdo, e a possivel correlagdo entre as linhagens

com os sitios bucais e os géneros, masculino ou feminino.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Selecao dos pacientes

Na presente pesquisa foram selecionados 53 pacientes da Clinica Odontoldgica
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas, de ambos
os géneros (33 mulheres e 20 homens), com idades entre 23 e 61 anos (média de 40,5 +
10,15 anos), apresentando diagndstico de doenga periodontal, cronica ou agressiva, porém
sem relato de enfermidades sistémicas. Cada paciente deveria apresentar, como critérios de
inclusdo: i) no minimo 20 dentes presentes, em ambos 0s arcos; ii) no minimo, 6 sitios
subgengivais com bolsas periodontais (profundidade de sondagem acima de 3mm;
sangramento e/ou supura¢do), denominados sitios A; e iii) 6 sitios subgengivais saudaveis
(profundidade de sondagem de até 3mm e auséncia de sangramento e/ou supuracdo),
denominados sitios B (Pizzo et al., 2002; Hannula et al., 2001). Como critérios de exclusdo
foram empregados os seguintes parametros: i) enfermidades sist€micas e/ou uso de
medicamentos relacionados a ocorréncia de Candida spp.; ii) antibioticoterapia nos ultimos
6 meses; ii) tratamento periodontal nos udltimos 12 meses antecedentes a coleta; iii)
manifestacdes clinicas de candidose bucal; e, iv) uso de préteses dentais removiveis ou
aparatos ortodonticos (Nikawa et al., 1998; McMullan-Vogel et al.,1999; Alves, 2003).

Esta pesquisa foi conduzida de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras Sobre Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Resolu¢do n°196/96 -
Conselho Nacional de Saude 1996 - http://conselho.saude.gov.br/
comissao/conep/resolucao.html), a qual também foi aprovada pelo Comité de Etica em

Pesquisa (protocolo no. 008/2003 - http://www.fop.unicamp.br/cep/).

4.2. Coleta das amostras

Para cada paciente foram coletadas amostras do sitio A (bolsa periodontal), sitio
B (sulco gengival sauddvel) e sitio C (mucosa bucal: gengiva, palato duro, bochechas e
dorso de lingua). Foram empregados espelho bucal, sonda periodontal milimetrada com

marcacdo tipo Williams e pontas de papel absorvente esterilizados (# 35 — 55, Endopoints
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Industria e Comércio Ltda., Paraiba do Sul, RJ, Brasil).

Previamente as coletas subgengivais, foi feito o isolamento relativo de cada
dente selecionado com roletes de algodao, e o biofilme supragengival foi removido através
de curetas, bolinhas de algoddo e fio dental; para evitar a contaminacao pela microbiota
salivar foram feitas a succdo da saliva e a secagem do dente com jatos de ar. As amostras
dos sitios A ou B foram obtidas através da insercdo dos cones de papel absorvente nas
bolsas periodontais e sulcos gengivais, respectivamente, durante, aproximadamente, 20
segundos, e, sempre que possivel, em um sitio A ou B por sextante, dos dois arcos dentais,
perfazendo um total de seis sitios A e seis sitios B por paciente. Posteriormente, as amostras
de ambos os sitios subgengivais foram transferidas, separadamente, para microtubos
contendo 500uL de solucdo salina estéril (0,9% NaCl), de modo que formassem um pool
para o sitio A e outro para o sitio B. As amostras do sitio C foram obtidas através de
zaragatoas (swab) e, em seguida, transferidas para tubos contendo solucao salina estéril. O
volume das amostras (indculo original) calculado para o sitio A foi de 60uL, para o sitio B
de 40uL, e para o sitio C, de 170pL. Imediatamente apds as coletas, as amostras foram
conduzidas ao laboratério de microbiologia da FOP, para a identificacdo das leveduras,
segundo metodologias descritas previamente (Sandven, 1990; Kleinegger et al., 1996;

Reynaud et al., 2001). A figura 1 ilustra a coleta dos sitios anatdmicos bucais.

Coletas das superficies mucosas da cavidade bucal

Sondagem do sulco gengival Sondagem da bolsa periodontal Coleta da bolsa periodontal

Figura 1. Procedimentos de coletas dos sitios bucais A, B e C.
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4.3. Identificacao preliminar das amostras

Os microtubos (2mL) contendo as amostras dos sitios A e B foram agitados em
vortex (Vortex MA162, Marconi Equipamentos para Laboratérios Ltda., Piracicaba, SP,
Brasil) por 30 segundos. Em seguida, as amostras foram diluidas (10'1), semeadas (100uL)
em duplicata sobre meio de cultura cromogénico Chromagar Candida® (CHROMagar
Microbiology, BioMerieux, Paris, France) e incubadas a 37 °C por 48 horas. Apés o
desenvolvimento das culturas, foram realizados testes de produgdo de clamidésporos em
agar-fubd e colora¢do de Gram. Um total de cinco colonias sugestivas de C. albicans e/ou
C. dubliniensis, por sitio (mdximo de 15 colonias/paciente), foi selecionado e armazenado
em tubos de ensaio contendo SmL de meio inclinado dgar Sabouraud dextrose (Merck,
Darmstadt, Germany), preenchido com 6leo mineral estéril, € em microtubos contendo 3mL
de meio Sabouraud dextrose caldo e glicerol estéril (concentragdo final de 20%) a -70°C

(Kwon-Chung & Bennett, 1992; Baumgartner et al., 1996).

4.4. Identificacao de C. albicans e C. dubliniensis por PCR especifico

Os 1isolados bucais identificados preliminarmente como C. albicans ou C.
dubliniensis através da producgdo de clamidésporos e crescimento em meio cromogeénico,
foram submetidos a andlise por PCR especifico a fim de confirmar suas identidades,
conforme estudos prévios (Baumgartner et al., 2000; Donnelly et al., 1999; Losberger &
Ernst, 1989).

Extracao de DNA. A extracdo do DNA dos isolados bucais de C. albicans foi
realizada conforme o método descrito previamente (Doyle & Doyle, 1990), adaptado.
Culturas celulares foram desenvolvidas em meio YPD (Extrato de Levedura 1% m/v,
Peptona 2% m/v e Glicose 2% m/v, Merck, Darmstadt, Germany) a 37°C por 18-24 horas.
ApOs o crescimento, aliquotas de 1,5mL de cultura foram transferidas para microtubos e
centrifugadas a 5000 x g por 5 minutos para a remoc¢do do sobrenadante. Em seguida, as
células foram homogeneizadas com 650uL de tampdo de extracdo (10mM Tris-HCL pH
8,0; ImM EDTA pH 8,0; 100ug/mL proteinase K), mantidas a 65°C por 30 minutos,
emulsionadas com 650ul. de cloroférmio:dlcool isoamil (24:1) por movimentos de

inversdo, e centrifugadas a 12000 x g a 4 °C por 7 minutos. A fase aquosa superior
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resultante foi transferida para novos microtubos contendo 200uL de tampao de extracdo
(sem proteinase K) e 650uL de -cloroférmio:dlcool isoamil (24:1), e novamente
emulsionadas por movimentos de inversdo, e centrifugadas a 12000 x g a 4 °C por 7
minutos. Uma repeti¢do adicional deste tultimo passo foi realizada. Entdo, o DNA foi
precipitado com 1 vol. de isopropanol gelado, centrifugado a 12000 x g a 4 °C por 7
minutos, lavado com etanol 70%, novamente centrifugado a 12000 x g a 4 °C por 7
minutos, seco a temperatura ambiente, e ressuspenso em tampao TE (10mM Tris-HCI;
0,lmM EDTA pH 7,5) acrescido de ribonuclease (RNAse 10ug/mL) a 37 °C por 30
minutos. O DNA de cada isolado foi quantificado por dosagem espectrofotométrica a
260nm (Genesys 10UV, Rochester, NY, USA), padronizado para 120ng/pL, e armazenado
a —20 °C até o momento de uso. A integridade do DNA foi checada através de eletroforese
em gel de agarose.

Primers e amplificacdo. Primers especificos para C. albicans (sense 5° - CGA
TTC AGG GGA GGT AGT GAC - 3’ e anti-sense 5’ - GGT TCG CCA TAA ATG CGT
ACC AG - 3’) (BAUMGARTNER et al., 2000) e C. dubliniensis (sense 5° - GTA TTT
GTC GTT CCC CTT TC - 3’ e anti-sense 5’ - GTG TTG TGT GCA CTA ACG TC - 3%)
(Donnelly et al., 1999) foram empregados para amplificar uma regido do gene 18S rRNA de
276 bp e uma regido do gene ACTI de 288pb, respectivamente. O DNA das linhagens
padrdes de C. albicans ATCC 90028 e C. dubliniensis CD 36 foram empregadas como
controle positivo e negativo do método PCR especifico. As reagdes de amplificagdo foram
realizadas em um volume final de 25uL contendo 1x tampao de PCR (20mM Tris HCI pH
8,4, 50mM KClI), 1,5mM MgCl, 0,2mM de cada dNTPs (deoxynucleoside triphosphates),
300mM de cada primer, 120ng de DNA gendmico e 5U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen™ Brasil Ltda.). As amplificacdes foram conduzidas em termociclador
convencional Geneamp PCR Systems 2400 (Applied Biosystems, Perkin Elmer, Inc.
Shelton, CT, USA) empregando um programa inicial para a desnaturacdo do DNA a 94 °C
por 5 minutos, seguido de 38 ciclos a 94 °C por 1 minuto (desnaturagdo), 53 °C por 1
minuto (anelamento) e 72 °C por 1¥2 minuto (extensdo). O ciclo final foi conduzido a 72 °C

por 10 minutos para a extensao final (Baumgartner et al., 2000) com algumas adaptacdes.
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Eletroforese e coloracao das bandas. Volumes de 10uL dos produtos
amplificados foram misturadas com Sul. de tampdo de carregamento (glicerol 10% v/v;
azul de bromofenol 1% m/v em 4gua destilada), sobre parafilme'", e separadas em géis de
agarose 1% m/v [TBE 1x (89mM Tris-base, 89mM 4cido bérico, 2mM EDTA)]. A
eletroforese foi conduzida em sistema vertical (Pharmacia Gel Electrophoresis Apparatus
GNA-200, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden) e continuo (tampao TBE 1x).
Rapidamente, volumes de 10uL dessas misturas foram aplicados no gel e submetidos a uma
tensdo de 60 V/cm (PowerPac 200, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) por 60 minutos. Como
controle positivo, produtos amplificados do DNA gendmico das linhagens padrdes de C.
albicans ATCC 90028 e C. dubliniensis CD 36 foram colocados nas extremidades de cada
gel, ao lado de marcadores de massa molecular (100 bp DNA ladder, Gibco, Grand Island,
NY, USA). Apés a corrida eletroforética, as bandas de DNA foram coradas com solucao de
brometo de etidio. (0,5ug/mL) por 10 minutos, visualizadas em transluminador UV
(Pharmacia LKB-MacroVue, San Gabriel, CA, USA), fotografadas (Image Master —
LISCAP, VDS, Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) e analisadas.

4.5. Avaliacao da producao de exoenzimas

Os testes para avaliar a atividade enzimadtica extracelular de proteinases aspartil
e de fosfolipases pelos isolados de C. albicans e C. dubliniensis foram feitos utilizando
meios de cultura contendo albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin Fracio V
19%m/v, Yeast Nitrogen Base 0,15% m/v, Glicose 2% m/v e Agar 2% m/v) e gema de ovo
(Peptona 1% m/v, Glicose 3% m/v, NaCl 5,7% m/v, CaCl, 0,06% m/v, Agar 2%, Egg Yolk
5%), respectivamente (Price et al., 1982; Lane & Garcia, 1991; Candido et al., 2000;
Zaugg et al., 2001). A padronizagdo do indculo para 100 UFC/mL foi feita por
espectrofotometria (D.O. 560nm) sob leitura de absorbancia equivalente a 1,2. Um volume
de 5pL de cada isolado foi inoculado, em duplicata, em pontos equidistantes, perfazendo 4
isolados por placa e, entdo, incubados a 37°C por 4 dias (teste de fosfolipases) e 7 dias

(teste de proteinases).
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A atividade enzimética Pz (zona de atividade enzimdtica), para ambas as
exoenzimas, foi detectada pela formagao de um halo opaco de precipitacio ao redor da

colonia de levedura, de acordo com a metodologia de Price et al. (1982), através da

expressdo Pz = , onde dc corresponde ao didmetro da col6nia (mm) e zp

dc+zp
corresponde a zona de precipitacdo (mm). Os resultados foram interpretados da seguinte
maneira:
a) Pz = 1 — auséncia de atividade enzimatica (indice zero);
b) 1 > Pz > 0,64 — atividade enzimdtica positiva (indice 1);

¢) Pz < 0,64 — atividade enzimética fortemente positiva (indice 2).

4.6. Genotipagem de C. albicans e C. dubliniensis por RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA)

Para avaliar uma possivel existéncia de diferentes linhagens (subtipos) de C.
albicans e C. dubliniensis na populacdo estudada e, ainda, correlacionar possiveis grupos
dessas linhagens com os parametros do hospedeiro (gé€nero e sitios bucais), foi feita a
genotipagem dos isolados de C. albicans e C. dubliniensis pelo método molecular de
RAPD, empregando dois primers descritos previamente na literatura (Sanz et al., 1996;
Hannula et al., 1997; Ahmad et al., 2003).

Primers e amplificacido. Os primers arbitrarios AP-03 (5’ - TCA CGA TGC A -
3’) e OPA-03 (5’ - AGT CAG CCA C - 3’) foram empregados, separadamente, para a
genotipagem dos isolados de C. albicans e C. dubliniensis. O DNA das linhagens-padrao de
C. albicans ATCC 90028 e C. dubliniensis CD 36 foram empregadas como controle
positivo do método RAPD. As reagcdes de amplificacdo foram realizadas em um volume
final de 25uL. contendo 1x tampao de PCR (20mM Tris HCI pH 8,4, 50mM KCI), 1,5mM
MgCl,, 0,2mM de cada dNTPs (deoxynucleoside triphosphates), 0,4uM de primer, 120ng
de DNA genoémico e 5U de Tag DNA polimerase (Invitrogen'™ Brasil Ltda.). As
amplificacdes foram conduzidas em termociclador convencional Geneamp PCR Systems
2400 (Applied Biosystems, Perkin Elmer, Inc. Shelton, CT, USA) empregando um

programa inicial para a desnatura¢do do DNA a 94 °C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos a
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94 °C por 1 minuto (desnatura¢o), 36 °C por 2 minutos (anelamento) e 72 °C por 2 minutos
(extensdo). O ciclo final foi conduzido a 72 °C por 5 minutos para a extensio final (Sanz et
al., 1996; Hannula et al., 1997).

Eletroforese e coloracio das bandas. Volumes de 10uL dos produtos
amplificados foram misturadas com 6uL de tampao de carregamento (glicerol 10% v/v; azul
de bromofenol 1% p/v em dgua destilada), sobre parafilme™, e separadas em géis de
agarose 1% p/v [TBE 1x (89mM Tris-base, 89mM 4cido bdrico, 2mM EDTA)]. A
eletroforese foi conduzida em sistema vertical (Pharmacia Gel Electrophoresis Apparatus
GNA-200, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden) e continuo (tampao TBE 1x).
Volumes de 16uL dessas misturas foram aplicados no gel e submetidos a uma tensdo de 88
volts (PowerPac 200, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) por 2 horas e 40 minutos. Como
controle positivo e para assegurar a reprodutibilidade dos resultados, produtos amplificados
do DNA genomico das linhagens padroes de C. albicans ATCC 90028 e C. dubliniensis CD
36 foram sistematicamente colocados nas extremidades e centro de cada gel ao lado de
marcadores de massa molecular (100 bp DNA ladder, Gibco, Grand Island, NY, USA).
Ap0s a corrida eletroforética, as bandas de DNA foram coradas com solu¢do de brometo de
etidio (0,5ug/mL) por 10 minutos, visualizadas em transluminador UV (Pharmacia LKB-
MacroVue, San Gabriel, CA, USA), fotografadas (Image Master — LISCAP, VDS,
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) e analisadas (Hannula et al., 1997).

Andlise de agrupamento: padrdes de DNA amplificados pelo método de
RAPD (AP-03 e OPA-03) foram expressos numericamente por seus valores de mobilidade
no gel (mm). Os valores de mobilidade foram convertidos em valores binérios do tipo 1 e 0,
cujas representacdes correspondem a presencga e auséncia de bandas, respectivamente. Os
isolados de C. albicans, bem como aqueles isolados de C. dubliniensis, foram
caracterizados pelas combinagdes das bandas de alta e média intensidade, e reprodutiveis
ap6s dois ensaios independentes, de modo que distintas combinacdes de bandas
polimérficas foram designadas de tipos eletroforéticos (ET1, ET2, ET3,...) (Selander et al.,
1986; Casanova et al., 1991; Pujol et al., 1997).

O relacionamento genético entre os isolados bucais de C. albicans e C.
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dubliniensis foi determinado pelo coeficiente de similaridade Simple Matching,
s, ——atd

a+b+c+d o qual admite a utilizacdo de dados a partir de valores bindrios. Deste
modo, a matriz de similaridade genética (trellis diagrams) foi elaborada e tratada pelo
método de agrupamento SHAN algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Using an Arithmetic Average), a fim de gerar uma d&rvore com classificacOes
bidimensionais, denominada dendrograma (Sneath & Sokal, 1973). Essas andlises foram
realizadas com o auxilio do programa NTSYS-pc 1.70 (Rohlf, 1988). As linhagens padroes
de C. albicans ATCC 90028 e C. dubliniensis CD 36 foram incluidas nestas andlises a fim

de estabelecer a correlacdio cofenética entre os isolados bucais e determinar a

reprodutibilidade.

4.7. Analises Estatisticas

Para as andlises estatisticas dos dados foram utilizados os seguintes testes: 4 ’
(comparacdo da prevaléncia de Candida spp., e do grau de atividade enzimdtica de
fosfolipases entre os sitios anatdmicos bucais e os géneros masculino ou feminino); teste
exato de Fischer (comparacdo da prevaléncia de C. albicans em relacdo as demais espécies
de Candida e da prevaléncia de Candida spp. entre fumantes e ndo fumantes); teste t de
Student (comparacdo do nimero de sitios colonizados, e da diversidade genética entre os
géneros), e teste ANOVA — andlise paramétrica de variancia - (comparagdo nimero de
UFC/mL, e da diversidade genética entre os sitios). As diferencas entre os grupos foram

consideradas significativas quando p <0,05.
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S RESULTADOS

5.1. Prevaléncia de Candida spp.

Um total de 21 pacientes (39,6%) com diagndstico de doenca periodontal (14
entre 33 mulheres e sete entre 20 homens), sem relato de comprometimento sistémico, foi
colonizado por Candida spp., em um ou mais sitios anatdmicos bucais (14 pacientes
positivos no sitio A; oito no sitio B e 20 no sitio C). Nao foram observadas diferencas

estatisticamente significativas na colonizacao por espécies de Candida entre os géneros (teste

4 2; p = 0,5922), nem entre os sitios (teste 4 2; p = 0,1287). Dos pacientes colonizados,
foram selecionadas 206 colonias de leveduras, (média de 9,8 + 4,54 coldnias por paciente)
das quais 159 colonias (média de 8,8 £ 2,95 coldnias por paciente) foram sugestivas de C.
albicans e/ou C. dubliniensis, por meio de suas caracteristicas fenotipicas, como a cor verde
em meio cromogénico e a produgdo de clamidésporos em microcultivo. Os demais isolados
assumiram cores diferentes do verde, e ndo produziram clamiddsporos, sendo sugestivos,
portanto, de outras espécies de Candida (Figura 2). Empregando o método de PCR especifico
foi possivel confirmar a identidade de 156 colonias de C. albicans (média de 8,6 £ 3,02
colOnias por paciente) e trés colonias de C. dubliniensis (isoladas de um unico paciente, do
género feminino) (Figura 3).

Foi observado que 11 pacientes abrigavam apenas C. albicans; sete eram
portadores simultaneos de C. albicans e outras espécies de Candida, sendo que um deles,
abrigava também C. dubliniensis, no sitio A. Nos demais trés pacientes foram isoladas
apenas outras espécies de Candida (Figura 4). Desse modo, dos 21 pacientes colonizados
por Candida spp., 18 abrigavam C. albicans, e 10 pacientes abrigavam outras espécies de
Candida, tnica ou simultaneamente a C. albicans. Uma maior prevaléncia de C. albicans,
em relacdo as demais espécies foi considerada estatisticamente significativa pelo teste

exato de Fischer (p=0,0088).
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Figura 2. Identificagdo presuntiva por meio cromogénico e microcultivo. (A) Colonias
verdes e produgdo de clamiddésporos, sugestivas de C. albicans/C. dubliniensis. (B).Cores
diferentes do verde, sugestivas de outras espécies de Candida

* :::x:;f’.“:--"‘:
* clamiddsporos.
XD = )

¢ o

Figura 3. Perfis eletroforéticos dos padrdes amplificados de DNA de C. albicans (A. gene
18S rRNA — 276bp) e C. dubliniensis (B. gene ACTI- 288bp) provenientes de trés sitios
bucais (A, B e C), de pacientes com doenca periodontal.
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Fig.4. Prevaléncia de C. albicans, C. dubliniensis e outras espécies relacionadas ao género
Candida em trés sitios bucais (A, B e C), de pacientes com doenca periodontal.
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A avaliacdo da prevaléncia de C. albicans, C. dubliniensis e de outras espécies
relacionadas do género Candida, nos trés sitios anatdmicos bucais - A, B ou C, de 14
mulheres e sete homens, revelou um padrdo varidvel de colonizacdo (colonizagdo em
multiplos sitios: ABC, AC e BC, ou em um tnico sitio, A ou C. Nao houve colonizagdo
isolada do sitio B). Das 14 mulheres colonizadas, 57% foram positivas nas bolsas
periodontais, 50% no sulco gengival, ¢ 100% na mucosa bucal. Dos sete homens
colonizados, 86% foram positivos nas bolsas periodontais, 14% no sulco gengival, e 86% na
mucosa bucal. Duas mulheres e um homem abrigavam, na cavidade bucal, exclusivamente
outras espécies que nao C. albicans ou C. dubliniensis, no sitio C (Tabela 1). Nao houve

diferenca significativa na colonizacao por espécies de Candida entre os géneros, em relacdo

aos trés sitios bucais (teste ;(2; sitio A, p=0,213; sitio B, p=0,1328; sitio C, p=0,3333).
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Tabela.1. Prevaléncia de C. albicans, C. dubliniensis e de outras espécies relacionadas do género Candida em trés sitios
bucais (A, B e C) de pacientes com doenga periodontal.

Sitios bucais ABC AC BC A C Total Total
Género F M F M F M F M F M| F M geral
Colonizadores

C.albicans 3 1 2 3 1 - - - 1 - 7 4 11
C. albicans e outras espécies 2 - 1 1 1 - - 1 1 - 5 2 7

de Candida (inclusive C.
dubliniensis)

Candida spp. (ndo- albicans, - - - - - - - - 2 1 2 1 3
ndo- dubliniensis)
¥ total 5 1 3 4 2 - - 1 4 1 |14 7 21
Auséncia Candida spp. 19 13 32
Y total 33 20 53

A (bolsa periodontal), B (sulco gengival saudavel), C (mucosa bucal: gengiva, palato duro, bochechas e dorso de
lingua), F (género feminino) e M (género masculino).

De um total de 63 sitios possiveis de serem colonizados (médximo de trés sitios por
paciente), 42 foram positivos para Candida spp. (média de 2 + 0,77 sitios/paciente), sendo 29
sitios em 14 mulheres (média de 2,0 £ 0,78 sitios/paciente) e 13 sitios em 7 homens (média
de 1,9 =+ 0,69 sitios/paciente). Nao houve diferenca significativa, no nimero de sitios
colonizados, em relacio aos géneros, feminino ou masculino (teste t de Student,
p=0,6877).C. albicans foi encontrada, unicamente ou simultaneamente a outras leveduras
relacionadas, em 90,4% dos 42 sitios colonizados, sendo isolada em 100% das bolsas
periodontais positivas, assim como em 87,5% dos sulcos gengivais, e em 85% das mucosas
bucais. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os géneros, em relagdo a

colonizacdo por C. albicans, nos 3 sitios analisados (Sitio A, 100% de colonizagdo por C.

albicans, em ambos os géneros; p valor ndo calculado; teste ;(2; sitio B , p= 0,8750; teste

7 :sitio C, p= 0,6807).
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Tabela 2. Numero de colonias totais de leveduras (UFC/mL) desenvolvidas em meio cromogénico CHROMagar
Candida®, provenientes de trés sitios anatdmicos bucais (A, B e C) de pacientes com doenca periodontal.

Pacientes Sitio A Sitio B Sitio C
1 0 46x10° 3,9x 10°
3 1,2 x 10° 2,3x 10° 1,2x 10*
13 1,1 x10° 0 4,6x 10°
14 3,8x 10* 7,7 x 10° 9,2 x 10%
15 1,0 x 10* 0 4,6x 10°
26 6,3x 10° 0 8,2 x 10°
30 6,2 x 10° 0 0
31 1,0 x 10* 0 2,6 x 10°
34 1,3x10° 2,3x 10° 1,1 x 10%
36 0 0 2,2x10°
41 6,2 x 10* 0 3,9x10°
42 0 1,1 x 10* 2,3x 10%
45 0 0 3,4 x10%
46 0 0 2,3x 10%
47 3,8x 10* 0 2,3x 10%
50 3,8x 10° 0 4,6x 10°
53 0 0 1,0x 10°
55 2,2 x10° 2,3x10° 34x10*
56 0 0 1,1x10°
57 7,7 x 10° 1,5x 10° 4,6x 10°
58 49x10° 1,3x 10* 2,3x 10%
Média 2,4x10° 1,3 x 10* 3,5x 10°
D. padrio 5,5x10° 5,1x 10* 7,6 x 10°
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O nimero de unidades formadoras de colb6nias (UFC/mL), obtidos em meio
cromogeénico foi, em média, de 2,4 x 10° + 5,5x 10° UFC/mL para o sitio A; 1,3 x 10* + 5,1 x
10* UFC/mL para o sitio B, e de 3,5 x 10’ + 7,6 x 10° UFC/mL para o sitio C (Tabela 2)
O sitio A apresentou maior nimero de UFC/mL, enquanto os sitios C e B apresentam

quantidades estatisticamente iguais (teste ANOVA, p=0,0319).

Em relacdo ao habito de fumar, dos 53 pacientes examinados, 11 pacientes
(20,7%) faziam uso didrio de tabaco. Destes 11, quatro (36%) foram colonizados por
Candida spp. Dos 42 pacientes nao fumantes, 17 (40%) foram positivos para esses
microrganismos, em um ou mais sitios anatdmicos bucais. Esta diferenca nao foi considerada

estatisticamente significativa pelo teste exato de Fischer (p=0,8039).

5.2. Avaliacao da producao de aspartil proteinases e fosfolipases

5.2.1. Aspartil proteinases.

Todos os isolados de C. albicans analisados (n=156) demonstraram forte
atividade de aspartil proteinase, independentemente dos sitios anatOomicos bucais e do
género.Os valores Pz variaram de 0,16 a 0,36 para os isolados do sitio A; de 0,18 a 0,25 para
os isolados do sitio B e de 0,17 a 0,34 para os isolados do sitio C (Tabela 3 e Figura 6). Os
trés isolados identificados como C. dubliniensis, provenientes do sitio A de um paciente do
sexo feminino, também exibiram forte atividade de aspartil proteinase.

Os isolados de C. albicans fortemente produtores de aspartil proteinase sdo

mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Isolados de C. albicans fortemente produtores de aspartil proteinases em meio contendo albumina
bovina fracdo V. O halo de precipitagdo ao redor da colonia representa a producdo da exoenzima.

5.2.2. Fosfolipases.

Todos os isolados de C. albicans demonstraram atividade enzimadtica positiva ou
fortemente positiva de fosfolipases, com valores Pz variando de 0,40 a 0,88 para os
1solados do sitio A, de 0,47 a 0,80 para os isolados do sitio B e de 0,40 a 0,90 para os
isolados do sitio C (Tabela 4 e Figura 7). Dos 63 isolados de C. albicans no sitio A, 63,4%
exibiram atividade de fosfolipases fortemente positiva; dos 25 isolados no sitio B, 88%
exibiram atividade de fosfolipases fortemente positiva e dos 68 isolados no sitio C, 64,7%
exibiram atividade de fosfolipases fortemente positiva. Os demais isolados demonstraram

atividade enzimadtica apenas positiva. Nao houve diferenca significativa entre os sitios

2
quanto ao grau de atividade enzimitica de fosfolipases (teste £ , p = 0,5505). Dos 49
1solados de C. albicans, provenientes de individuos do género masculino, 61% eram
fortemente positivos para fosfolipases, bem como 71% dos 107 isolados de C. albicans,

provenientes de individuos do género feminino. Nao houve diferenga significativa quanto

ao grau de atividade enzimdtica de fosfolipases entre os géneros (Teste y°, p=0,290).

71



Tabela 4. Isolados de C. albicans produtores de fosfolipase provenientes de trés sitios bucais (A, B e C), de
pacientes com doenca periodontal.

Atividade de Fosfolipases

Sitios Pz < 0,64 1>Pz>0,64 Pz=1 > >
. Total
Bucais F M F M F M F M
n %0 n % n %o n % n %o n % n n
A 26 684 14 560 12 316 11 440 O 00 O 00 38 25| 63
B 19 8.4 3 1000 3 136 O 00 O 00 O 00 22 3 25
C 31 66,0 13 619 16 340 8 381 O 00 O 00 47 21 | 68

A, B e C correspondem aos sitios bolsa periodontal, sulco gengival mucosa bucal, respectivamente. F e

M correspondem ao género feminino e masculino, respectivamente.

Figura 7. Prevaléncia de isolados de C. albicans produtores de fosfolipases, provenientes de trés sitios bucais
(A, B e C) de pacientes com doenga periodontal.
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Os isolados de C. albicans fortemente produtores ou apenas produtores de
fosfolipases sdo mostrados na Fig. 8 e 9. Os trés isolados de C. dubliniensis exibiram

atividade positiva (n = 1 1solados) e fortemente positiva (n = 2 isolados) de fosfolipase.

Fig.8. Isolados de C. albicans produtores (A) ou fortemente produtores (B) de fosfolipase em meio
enriquecido com Egg yolk, apds 4 dias de incubacao O halo de precipitagdo ao redor da coldnia representa a
producdo da exoenzima.

Fig.9. Isolados de C. albicans fortemente produtores (A) ou produtores (B) de fosfolipase em meio

enriquecido com Egg yolk, apés 7 dias de incubag@o. O halo de precipitagdo ao redor da coldnia representa a
producgdo da exoenzima.
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5.3. Genotipagem de C. albicans e C. dubliniensis por RAPD

Os perfis eletroforéticos dos isolados de C. albicans e C. dubliniensis, obtidos
através do método de RAPD, utilizando dois primers arbitrarios (AP-03 e OPA-03), estdo
representados nas Figuras de 10 a 14. O primer AP-03 gerou 11 tipos eletroforéticos
distintos (média de 14,18 + 19,37 isolados/ET) de C. albicans e um tipo eletroforético de C.
dubliniensis; O primer OPA-03 gerou cinco tipos eletroforéticos distintos (média de 31,20
+ 65,30 isolados/ET) de C. albicans e um tipo eletroforético de C. dubliniensis. A
combinacdo de ambos os primers gerou 16 tipos eletroforéticos distintos de C. albicans e

um tipo eletroforético de C. dubliniensis.

Figura 10. Perfis eletroforéticos dos padroes de RAPD (A. AP-03 e B. OPA-03) de C. albicans e C.
dubliniensis, provenientes de trés sitios bucais (A, B e C) de pacientes com doenca periodontal.
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Figura 11. Gel representativo das linhagens de C. albicans, obtidas com o primer AP-03, nos 3 sitios bucais, em
pacientes de ambos os géneros. Foi observada a ocorréncia de mais de uma linhagem num mesmo individuo
(pacientes 30 e 36), assim como o compartilhamento de uma mesma linhagem entre diferentes individuos
(pacientes 26, 30, 31 e 36).
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Cédigo das amostras: 1°. ndimero corresponde ao nimero do voluntério; letras a, b, ¢ correspondem aos sitios bucais;
2°. ntimero corresponde ao nimero do isolado. ATCC (90028): cepa-padrio de C. albicans.

Figura 12. Gel representativo das linhagens de C. albicans, obtidas com o primer AP-03, nos 3 sitios bucais, em
pacientes de ambos os géneros. Foi observada a ocorréncia de uma tnica linhagem no paciente 58, bem como a
ocorréncia de uma mesma linagem nos sitios A e C (paciente 13).
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Cédigo das amostras: 1°. ndmero corresponde ao nimero do voluntdrio; letras a, b, ¢ correspondem aos sitios
bucais; 2°, nimero corresponde ao niimero do isolado.
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Figura 13. Gel representativo das linhagens de C. albicans, obtidas com o primer OPA-03, nos 3 sitios bucais,
em pacientes de ambos os géneros. Foi observada a ocorréncia de mais de uma linhagem por individuo (paciente
47), bem como uma Unica linhagem por individuo (paciente 55).
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Cédigo das amostras: 1°. ndmero corresponde ao nimero do voluntario; letras a, b, ¢ correspondem aos sitios
bucais; 2°. niimero corresponde ao niimero do isolado. ATCC (90028): cepa-padrio de C. albicans.

Figura 14. Gel representativo das linhagens de C. dubliniensis, isoladas de bolsas periodontais em um paciente do
género feminino.
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Cédigo das amostras: 1°. nimero corresponde ao niimero do voluntario; a letra “a” corresponde ao sitio bucal
bolsa periodontal; 2°. nimero corresponde ao niimero do isolado. Cd 36 — Cepa-padrio de C. dubliniensis.
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A similaridade genética entre os isolados bucais de C. albicans e C. dubliniensis,
apresentada no dendrograma UPGMA, permitiu distinguir quatro grupos moderadamente

relacionados de C. albicans (0,684 < Sg < 0,839), cada um constituido de isolados

altamente relacionados entre si (0,879 < Sgi < 1,0), e um grupo de C. dubliniensis (Ssy

1,0), que apresentou baixo relacionamento com os demais grupos de C. albicans (Ssy

0,284) (Figura 15):

Grupo I: 148 isolados de C. albicans (94,9%), com 0,879 < Sg, < 1,0, incluindo a linhagem
padrdo de C. albicans (ATCC 90028), distribuidos entre 11 linhagens distintas (ET1, ET3, ET4,
ET5, ET6, ET7, ET10, ET11, ET12, ET13 e ET14), encontradas em todos os sitios bucais, e em
pacientes de ambos os géneros. Nao houve correlagdo com os sitios bucais ou com o gé€nero
(Tabelas 5 e 6). Tais linhagens demonstraram atividade fortemente positiva de proteinases, e

atividade positiva ou fortemente positiva de fosfolipases (Tabela 7).

Grupo II: trés isolados de C. albicans (1,91%), com Sg,; = 1,0, pertencentes a uma Unica
linhagem (ET2), encontrada apenas no sitio A e no género feminino (Tabelas 5 e 6),

demonstraram atividade enzimadtica fortemente positiva para ambas as exoenzimas (Tabela 7).

Grupo III: trés isolados de C. albicans (1,91%), distribuidos entre duas linhagens (ET8 e ET9),
com 0,958 < Sgy < 1,0, encontradas apenas no bucal A e no género masculino (Tabelas 5 e 6),
demonstraram atividade enzimadtica fortemente positiva para proteinases, mas atividade apenas

positiva para fosfolipases (Tabela 7).

Grupo IV: dois isolados de C. albicans (1,27%), distribuidos entre duas linhagens (ET15 e
ET16), com 0,917 < Sgy < 1,0, encontrados apenas no sitio A, sendo o ET15 no género
masculino e o ET16 no género feminino (Tabelas 5 e 6), demonstraram atividade enzimética
fortemente positiva de proteinases e ambos os graus de atividade enzimdtica para fosfolipases

(Tabela 7).

Grupo V: os 3 isolados de C. dubliniensis, incluindo a linhagem padrdao CD 36, com Sgy, = 1,0,
pertencentes a uma unica linhagem, denominada ET1 Cd, foram encontrados apenas no sitio
bucal A de um tunico paciente do género feminino (Tabelas 5 e 6), e demonstraram atividade
fortemente positiva de proteinases, e atividade positiva e fortemente positiva de fosfolipases

(Tabela 7).
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Figura 15. Relacionamento genético entre as linhagens de C. albicans e C. dubliniensis. Dendrograma
UPGMA gerado a partir da matriz de similaridade. ET (Tipo Eletroforético) corresponde ao subtipo de Ca (C.

albicans) e Cd (C. dubliniensis).
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Tabela 5. Correlacdo entre as linhagens (ET) de C. albicans ou C. dubliniensis e os sitios bucais (A, B e C), e os
géneros masculino e feminino, com base nos grupos gerados no dendrograma UPGMA de similaridade genética Sgy.

Grupo | ET | Sitios Bucais (Feminino) | Sitios Bucais (Masculino) Isolados Pagezl;:te;s 6[1:1/1):] 18
z
A B C nF | A B C nM YET % pacient %
es
ET1 9 10 17 8 9 - 4 2 49+CP ca 31,4+CPca 10 55,5
ET3 - - 5 2 - - - - 5 3,2 2 11,1
ET4 4 - 6 2 - - - - 10 6,4 2 11,1
ET5 1 - - 1 - - - - 1 0,6 1 5,5
ETé6 5 5 5 1 - - - 15 9,6 1 5,5
I ET7 5 6 8 6 12 3 16 4 50 32,0 10 55,5
ET10 5 - 2 2 - - - - 7 4.4 2 11,1
ET11 2 1 - 2 - - - - 3 1,9 2 11,1
ET12 - - 1 1 - - - - 1 0,6 1 5,5
ET13 3 - 3 3 - - - - 6 3,8 3 16,6
ET14 - - - - - - 1 1 1 0,6 1 5,5
> 34 22 47 * 21 3 21 * 148+CPca 94,9+CP ca - -
I ET2 3 - - 1 - - - - 3 1,9 1 5,5
h 3 - - - - - - - 1514CPca 96,8+CP ca - -
ETS - - - - 2 - - 1 2 1,2 1 5,5
I ET9 - - - - 1 - - 1 1 0,6 1 5,5
154+CP  98,8+CP
s |- - - 13 . . .
ca ca
ET15 - - - - 1 - - 1 1 0,6 1 5,5
1A% ET16 1 - - 1 - - - - 1 0,6 1 5,5
z 1 - - - 1 - - - 1564+CP ca 100+CP ca - -
v ET1 3 - - 1 - - - - 3+CP cd 1,8 1 5,5
z 3 - - - - - - - 3+CPcd 1,8+CP cd 1 5,5
2 Total 41 22 47 12* 25 3 21 6* 159+2CP  100+2CP 18* 100*

* Alguns pacientes abrigavam mais de um tipo eletroforético (ET) de C. albicans. CP: Cepa padrio - ca: C.

albicans; cd: C. dubliniensis.

Linhagens predominantes de C. albicans.
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Tabela 6. Linhagens de C. albicans/C. dubliniensis em trés sitios bucais (A, B e C), de pacientes com doenga
periodontal, com base nos grupos gerados no dendrograma UPGMA de similaridade genética Sgy,.

Coédigo ET ET ET ET ET ET ET ET ET ET ET1 ET1 ET1 ET1 ET1 ET1 ET1
dos 1 1 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6
pacientes Cd Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca
1 5oL 4 e - - + - + - - -
3 2. 4 - -+ - - - - - - - - -
13 oo - - B - - - - - - - - -
14 B o. 4 - -+ - - - - - + - - +
15 oo - - - - -y - - - - - -
26 BI04 - -+ - - - - - - - - -
30 2 . B - - - - - - - - - [ -
31 22 | - - - - - - - - - - - -
34 2o e - - + - - -
36 B4 - - - - - + - - - -
41 B + o+ - - - - - + - - - - -
42 D + - - - - - - - - - - - -
47 B - - B KB B - - - - - - -
50 2 . . N - - - B - -
53 B+ S - - - - - -
55 o4 + - -+ - - - - - + - - -
57 oo - - B - - - - - - - - -
58 oo -+ - - - - - - - - - -

ET, Cd, Ca, e m correspondem a linhagem (ET — electrophoretic type), C. dubliniensis, C. albicans, e c6digo

dos pacientes masculinos, respectivamente.

Tabela 7. Linhagens de C. albicans/C. dubliniensis produtores de exoenzimas aspartil proteinases e
fosfolipases, com base nos grupos gerados no dendrograma UPGMA de similaridade genética Ssy,.

ET1 ET1 ET1 ET1 ET1 ET1

ET1

Exoenzim ET1 ET1 ET2 ET3 ET4 ET5 ET6 ET7 ET8 ET9
a Pz 0 1 2 3 4 5 6
Cd Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca| Ca
Aspartil (., 3 49 3 5 10 1 15 5 2 1 7 3 1 6 1 1]1
Proteinase| |  _ i i - - - - - - - - - - - - - -
> 3 49 3 5 10 1 15 50 2 7 3 1 6 1
Fospolipa|,, 2 3 3 3 9 1 10 32 - - - 3 1 2 - -1
se + 1 11 - 2 1 - 5 18 2 1 7 - - 4 1 1 -
> 3 49 3 5 10 1 15 50 2 1 7 3 1 6 1 1 1

++, + e - correspondem a atividade enzimadtica fortemente positiva, positiva e negativa, respectivamente.
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Os 63 isolados de C. albicans, provenientes dos sitios A, foram distribuidos em
13 linhagens distintas (média de 4,85 *+ 5,80 isolados/linhagem); os 25 isolados dos sitios B
foram distribuidos em 4 linhagens (média de 6,25 + 4,11 isolados/linhagem), e os 68
isolados dos sitios C foram distribuidos em 9 linhagens (7,67 £ 8,89 isolados/linhagem).
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os sitios A, B e C, quanto a
diversidade genotipica de C. albicans (teste ANOVA, p=0,6431). Os 107 isolados de C.
albicans, provenientes de pacientes do género feminino, foram distribuidos em 12 linhagens
distintas (média de 8,92 + 10,26 isolados/linhagem). Os 49 isolados provenientes do género
masculino, foram distribuidos em 6 linhagens (média de 8,17 £ 12,14 isolados/linhagem).
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os géneros masculino ou feminino,

quanto a diversidade genotipica de C. albicans (teste t de student, p=0,892).
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6 DISCUSSAO

As leveduras pertencentes ao género Candida, especialmente C. albicans, sdo
cnsideradas organismos ecologicamente bem sucedidos, pela capacidade de participar da
microbiota comensal de vérios sitios anatdmicos do hospedeiro, bem como de causar
infeccoes oportunistas (De Repentigny et al., 2000; Leung et al., 2000). Na cavidade bucal
tais leveduras sdo encontradas em uma parte significativa da populagdo, colonizando os
diversos micro-ambientes fornecidos por este habitat.

O presente trabalho analisou a ocorréncia dessas espécies em um grupo de
pacientes adultos (23 a 61 anos de idade), com diagndstico de periodontite cronica ou
agressiva, em trés sitios bucais distintos: (A) sitios subgengivais inflamados que
manifestavam perda de suporte periodontal (bolsa periodontal); (B) sitios subgengivais
sem sinais clinicos de inflamac¢ao e sem perda de suporte periodontal (sulco gengival) e (C)
mucosa bucal clinicamente sauddvel, sem manifestacio clinica de candidose, com €nfase
nas espécies C. albicans e C. dubliniensis, com o objetivo de analisar suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas. Dos 53 pacientes examinados, 39,6% foram positivos para
espécies de Candida, em um ou mais sitios bucais, sendo 37,7% na mucosa, proporcao esta
semelhante a observada em populagdes adultas sistemicamente sauddveis (Arendorf &
Walker, 1980; Odds, 1988; Masipa et al., 1992; Lynch et al., 1994; Darwazeh & Al-Bashir,
1995; Akpan & Morgan, 2002). No entanto, grandes variagdes tém sido relatadas na
literatura (Hannula et al., 1999; Samaranayake et al., 2001; Campisi et al., 2002).

Segundo Campisi et al. (2002), tais variacdes podem ser decorrentes de fatores
como populacdes heterogéneas, provenientes de diferentes localidades geograficas, com
habitos e condi¢des bucais distintos; além disso, também podem ser consequéncia dos
métodos de amostragem utilizados — swabs, saliva, enxdgues bucais, impressdes em
alginato, dentre outros. Para estes autores, as culturas provenientes de enxdgues bucais sdo
mais sensiveis para a deteccdo e quantificacdo de leveduras, mas de acordo com Arendorf
& Walker (1980), a técnica de imprint — espatulas estéreis, embebidas em caldo

Sabouraud, e pressionadas contra as mucosas — fornece os melhores resultados. Estes
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autores demonstraram, por este método, uma prevaléncia de leveduras na mucosa bucal em
44,4% de 54 adultos saudéveis e dentados, propor¢do maior do que a obtida por outras
técnicas empregadas neste mesmo estudo. No entanto, outros pesquisadores t€ém utilizado
swabs para a coleta de leveduras nas superficies mucosas (Rams et al., 1990; Brady et al.,
1996; Kleinegger et al., 1996; Xu J et al. 1999; Kam & Xu, 2002). Kleinegger et al. (1996)
isolaram Candida spp. em 40% de 172 individuos saudédveis e dentados, resultados
semelhantes, portanto, aos obtidos por outras técnicas.

No presente estudo, foi utilizado um swab estéril, passado repetidas vezes sobre
a superficie mucosa dos ldbios, bochechas, gengivas, palato duro e, finalmente, por toda a
regido do dorso da lingua, de modo que a amostra constituisse um pool de leveduras de
toda a mucosa bucal. Embora os resultados ndo diferissem da média reportada na literatura
- para populacgdes sistemicamente sauddveis - pode ser que, por ter sido utilizado o swab
como método de coleta, a frequéncia encontrada esteja subestimada.

No estudo de Arendorf & Walker (1980), em individuos adultos, fatores como a
presenca de caries e de doencgas periodontais ndo influenciaram a prevaléncia destas
leveduras; para estes autores, houve uma maior prevaléncia em mulheres, porém a
diferenca ndo foi significativa; esses dados concordam, portanto, com os da presente
pesquisa, em que 42,4% das mulheres e 35% dos homens foram positivos para Candida
spp., em um ou mais sitios da cavidade bucal. Entretanto, esta diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p= 0,5922).

Analisando cada sitio isoladamente, foi observado, no presente estudo, que
85,7% dos homens e 57,1% das mulheres foram positivos para leveduras nas bolsas
periodontais; entretanto, essa diferenca também ndo foi estatisticamente significativa, nem
para este sitio (p= 0,213), e nem para os demais sitios analisados (sitio B, p= 0,132, sitio C,
p= 0,333). Do mesmo modo, Kleinegger et al. (1996) ndo observaram diferenca
significativa entre os géneros, na colonizacdo das mucosas bucais por Candida spp. em
relacdo ao total da populacdo estudada; porém, na faixa etaria de 30 a 45 anos, houve uma
maior prevaléncia em mulheres. Tais autores observaram, no entanto, que estes resultados
sdo especificos para uma populacdo sistemicamente sauddvel, racial e economicamente

homogénea, provenientes de uma tnica localidade geografica (Iowa City, Estados Unidos),
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e sem qualquer manifestagdo de infeccdo bucal. Masipa et al. (1992), analisando uma
populacio de adultos sauddveis, na Africa, também encontraram maior prevaléncia bucal
de Candida spp. em mulheres, em relacdo aos homens. Pires et al. (2002), analisando um
grupo de pacientes edéntulos, em Piracicaba, SP, usudrios de protese total, com uma média
de idade de 61,7 anos, relataram que a presenga assintomatica de Candida spp. na saliva,
bem como a ocorréncia de estomatite, foram mais freqiientes no género feminino. Campisi
et al. (2001), analisando um grupo de 136 italianos infectados pelo HIV, também
concluiram que a candidose orofaringea € uma lesdo associada ao género, com uma
prevaléncia significativamente maior em mulheres.

Entretanto, em outros estudos (Oliver & Shillitoe, 1984; Moalic et al., 2001), os
homens foram mais freqiientemente colonizados. Diz Dios et al. (2001) e Feijoo et al.
(2002), também ndo encontraram diferencas na prevaléncia dessa afecc@o entre os géneros,
em 200 espanhdis HIV-positivos. Segundo Feijoo et al. (2002), hd muito poucas
informacdes a respeito dos fatores bioldgicos - condi¢des hormonais, diferencas no pH
ambiental, ou uma maior atividade enzimatica de proteinases por isolados de C. albicans -
que poderiam predispor as mulheres a um risco aumentado de manifestarem candidose
orofaringea; além disso, para tais autores, ndo foi demonstrado haver diferencas
significativas, entre homens e mulheres, no pH ou na composi¢do da saliva, ¢ nem ha
relatos de cepas de C. albicans, com maior atividade enzimdtica, colonizando
preferencialmente mulheres. Por outro lado, habitos comportamentais como uso de tabaco,
higiene bucal, dieta rica em carboidratos, defici€éncias nutricionais como avitaminose B
(Akpan & Morgan, 2002), além da possivel transmissao de linhagens potencialmente
virulentas entre parceiros sexuais (Feijoo et al. 2002), sdo também possiveis fatores de
risco, tanto a coloniza¢iao quanto a manifestacao de infec¢des, em ambos os géneros.

Portanto, devido a dificuldade de estimar a importancia relativa de cada uma
dessas condi¢des predisponentes, € 0o quanto elas variam entre homens e mulheres, os
resultados relatados por diferentes pesquisas sdo controversos, € esta questdo ainda
permanece inconclusiva. Como a implantagcdo desses microrganismos na cavidade bucal de
seres humanos € determinada por intimeros fatores, atuando em conjunto, as diferencas

entre os individuos - de uma maneira geral - podem ser mais importantes para a
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coloniza¢do do que alguma possivel predisposi¢ao relacionada ao género feminino. Além
disso, tais fatores podem variar num determinado periodo de tempo, e, assim, a
sobrevivéncia das espécies de Candida, nos sitios bucais, depende de um equilibrio
dindmico entre as condi¢Oes propicias oferecidas pelo habitat, num dado momento, e a
resisténcia do hospedeiro a coloniza¢do. A capacidade destes fungos, principalmente C.
albicans, de se adaptarem as variagdes ambientais, resistindo as barreiras naturais (Haynes,
2001), de aderir aos tecidos bucais, ou aos aparatos protéticos e ortodonticos (Nikawa et
al., 1998; Cannon et al., 1995; Holmes et al., 2002), bem como de participar da formacao
dos biofilmes dentais (Grimaudo & Nesbitt, 1997; O’ Sullivan et al., 2000; Jabra-Rizk et
al., 2001), sao fatores ecoldgicos relevantes, que podem variar entre as diferentes espécies
e subespécies de leveduras.

O uso de tabaco € outro fator associado, por alguns autores, com o aumento da
frequéncia e da densidade de leveduras na cavidade bucal (Alkumru & Beydemir, 1992;
Rindum et al., 1994; Abu-Elteen & Abu-Alteen, 1998; Kamma et al., 1999). Entretanto,
outros estudos nio observaram relacao significativa entre o uso de tabaco e a prevaléncia
de C. albicans (Oliver & Shillitoe, 1984; Borromeo et al., 1999). E também possivel que a
caracteristica multifatorial da coloniza¢do por esses fungos explique a grande variagdao
encontrada por diferentes pesquisas. Na presente pesquisa, 20,7% dos pacientes
examinados eram fumantes, sendo que 36,6% foram positivos em cultura para Candida
spp. Entre os ndo fumantes a prevaléncia dessas leveduras foi de 40,4%, diferenca ndo
significativa estatisticamente (teste exato de Fischer, p=0,8039). No entanto, todos os 4
fumantes positivos para Candida foram colonizados nas bolsas periodontais. Em um deles,
apenas este sitio foi positivo, em cultura, fato que ndo se repetiu com os demais 20
individuos colonizados. Em trés dos quatro fumantes mais de uma espécie de Candida
foram isoladas, uma das quais identificada como C. dubliniensis; entretanto C. albicans foi
encontrada em todos eles, tinica ou simultaneamente a outras espécies.

Para possibilitar uma correta comparacio da prevaléncia desses
microrganismos, entre diferentes pesquisas, seria ideal que estudos bem controlados,
utilizando populacdes homogéneas, permitissem a andlise da influéncia de cada uma dessas

varidveis na colonizacdo por Candida spp. Porém, devido a grande diversidade dessas

86



condi¢des, uma padronizagdo estrita ndo € facil de ser conseguida. Foram utilizados, no
presente estudo, individuos adultos (de 23 a 61 anos; média de 40,5 + 10,15 anos),
provenientes de uma unica localidade geogréafica (Piracicaba-SP), com condi¢des sdcio-
econdmicas semelhantes, todos dentados e com diagndstico de doenca periodontal, ndo
usudrios de préteses totais ou parciais, sem sinais de candidose na mucosa bucal e sem
relato de enfermidades sist€micas ou terapias que pudessem influenciar a prevaléncia
dessas espécies. Mais de um terco dos pacientes examinados apresentou Candida spp. na
mucosa bucal, prevaléncia esta semelhante a relatada na literatura.

A presenca desses fungos, mesmo em populacdes sauddveis, pode ser um fator
de risco a infecc¢do, visto que, quando uma parte dessas populagdes torna-se deficiente em
seus sistemas organicos de defesa, nota-se um aumento tanto na colonizac@o assintomética
quanto na manifestacio de candidoses (Davies et al., 2002). Distintos grupos
populacionais, acometidos por enfermidades e/ou submetidos a terapias medicamentosas
que produzem um estado de depressdo imune, demonstram uma maior prevaléncia de
Candida na cavidade bucal (Samaranayake et al., 1984; Odden et al., 1994; Brady et al.,
1996; Magalhaes et al., 2001; Davies et al., 2002; Fidel, 2002; Campisi et al., 2002; Akpan
& Morgan, 2002; Gugnani et al., 2003). No entanto, para Moore et al. (1993), as
comparacdes diretas entre esses estudos sdo dificultadas, porque mesmo as populacdes
imunologicamente comprometidas podem ser heterogéneas quanto aos demais aspectos de
relevancia a colonizagao.

Muitas pesquisas também t€m sido feitas visando a detec¢do de Candida spp.
em bolsas periodontais, com énfase na espécie C. albicans, de modo a verificar a
capacidade dessas espécies de sobreviverem nesses micro-ambientes, com o objetivo de
esclarecer seu papel na patog€nese das periodontites (Slots et al.,1988; Dahlen &
Wikstrom, 1995; Rams et al., 1997; Reynaud et al., 2001). A doenca periodontal € uma das
infeccdes mais comuns em seres humanos (Maccarinelli et al., 2001), mas a progressdo e a
severidade dessas infeccdes polimicrobianas depende da ocorréncia simultinea de um
nimero de fatores — o hospedeiro deve ser susceptivel, local e/ou sistemicamente, € 0

biofilme subgengival deve conter espécies patogénicas capazes de induzir inflamagdo e
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destruicao tecidual. A composi¢do da microbiota tem sido, assim, considerada a principal
influéncia no meio-ambiente subgengival (Kamma et al., 1999).

De acordo com Socransky (1979), alguns requisitos sao necessarios para que um
microrganismo seja considerado um patégeno periodontal potencial - por exemplo, tal
microrganismo deve ocorrer em maiores numeros nos sitios doentes que nos sitios
sauddveis; deve possuir fatores de viruléncia importantes para o inicio e a progressao das
doencas periodontais, e a sua eliminacdo deveria conter a progressdo da doencga. As
espécies de Candida parecem preencher muitos destes requisitos, e, embora seu papel seja
ainda pouco conhecido, crescentes evidéncias tém sugerido uma participacdo desses fungos
na patogénese das doencas periodontais (Slots & Genco, 1984; Epstein et al., 1984;
Gonzdlez et al., 1987; Higewald et al., 2002; Jarvensivu et al., 2002).

Porém, exceto para populagdes imunocomprometidas (Zambon et al., 1990;
Rams et al., 1991; Odden et al., 1994; Velegraki et al., 1999; Ryder, 2000), ndo ha ainda
uma conclusdo definitiva quanto a relevancia dessas leveduras nas periodontites que
acometem individuos sistemicamente sauddveis, visto que sdo também consideradas
comensais comuns da mucosa bucal, cuja presenca nesses tecidos ndo indica,
necessariamente, a ocorréncia de infeccdes. Entretanto, tem sido reconhecido que Candida
spp., particularmente C. albicans, possuem muitas caracteristicas relevantes para a
patogénese das doencas periodontais, como a capacidade de participar do biofilme dental
(Cannon et al., 1995; Nikawa et al., 1998); de se aderir as células do hospedeiro, e inativar
moléculas de defesa (Haynes, 2001); de invadir o tecido conjuntivo gengival (Gonzalez et
al., 1987; Jarvensivu et al., 2004), de induzir reacdes inflamatoérias (Haffajee & Socransky,
1994; Robinson, 1997; De Repentigny et al., 2000; Hube & Naglik, 2001; Reynaud et al.,
2001); de responder rapidamente a alteracdes ambientais, como a adaptacdo a ambientes
com diferentes pH (Calderone & Fonzi, 2001), e, principalmente, de produzir fatores de
viruléncia como a secre¢do de enzimas, cujas principais sdo as aspartil proteinases e as
fosfolipases (McMullan-Vogel et al., 1999).

As espécies de Candida vém sendo isoladas do biofilme subgengival em
individuos imunocompetentes com diversas manifestacdes de periodontite, mas t€m sido

estudadas principalmente, como microrganismos superinfectantes, nos casos resistentes ou
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considerados “refratdrios” a terapia periodontal convencional, e sua propor¢do aumenta
ap6s a administragao sistémica de antibidticos, como a doxiciclina, penicilina, eritromicina
e espiramicina (Gonzalez et al., 1987; Slots et al., 1988; Rams et al., 1990; Helovuo et al.,
1993; Listgarten et al., 1993; Olsvik et al., 1995; Rams et al., 1996). Slots et al. (1988)
observaram que esses fungos, além de bacilos entéricos e Pseudomonas, ocorrem na
microbiota subgengival de pacientes que continuam a perder suporte periodontal, mesmo
apos a utilizacio de antibidticos. Testes de sensibilidade demonstraram que tais leveduras
foram resistentes as concentracdes terapéuticas de tetraciclina, penicilina G e eritromicina
(Slots et al., 1988). Estes pesquisadores encontraram Candida spp., nas bolsas periodontais,
em 16,8% de uma populacdo de pacientes que manifestavam sitios resistentes a terapia
periodontal mecanica, apos serem submetidos a antibioticoterapia para a elimini¢do de
bactérias periodontopatogénicas.

Na presente pesquisa, foi observado que 26,4% (14 de 53) dos pacientes
abrigavam espécies de Candida nas bolsas periodontais. Tais espécies também estavam
presentes, nesta populacdo, em 15,1% (oito de 53) dos sulcos gengivais saudaveis, € em
37,7% (20 de 53) das superficies mucosas. No entanto, nenhum desses pacientes havia
recebido medicacdo antibidtica nos ultimos seis meses, nem tratamento periodontal de
qualquer espécie no ultimo ano antecedente as coletas. Outros estudos também isolaram C.
albicans de bolsas periodontais, em individuos sem historia de antibioticoterapia na época
das coletas (Jarvensivu et al., 2004; Yuan et al., 2001; Reynaud et al., 2001). Desse modo,
para Reynaud efr al. (2001), tais fungos podem ser habitantes comuns da microbiota
subgengival, e ndo associados apenas aos casos de superinfec¢ao periodontal.

Diferentes prevaléncias populacionais (14 a 29,8%) tém sido relatadas por
diversos estudos, quanto ao isolamento de leveduras em bolsas periodontais, em adultos
sauddveis sistemicamente. Um dos fatores que talvez pudesse explicar a variacdo
encontrada é o nimero de sitios amostrados por individuo. Estudos examinando trés sitios
(Slots et al., 1988) e dois sitios por individuo (Reynaud et al., 2001), demonstram uma
proporcao semelhante (16,8% e 17,5%, respectivamente). Uma freqii€éncia um pouco maior
(23,8%) foi encontrada por Rams et al. (1990), examinando quatro sitios por individuo, e

por Yuan et al. (2001) que, examinando “"a maioria” dos sitios periodontais inflamados,
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obteve uma prevaléncia de 29,8%. No presente estudo, examinando seis sitios por
individuo, foi observado que 26,4% da populagdo abrigaram Candida spp. nas bolsas
periodontais.

Reynaud et al. (2001) cultivaram os dois sitios examinados independentemente,
e observaram que, em apenas seis dos 22 individuos positivos, as leveduras foram
encontradas em ambas as bolsas periodontais amostradas. Os demais abrigavam Candida
spp. em apenas uma das bolsas. Segundo os autores, este fato sugere que essas leveduras
ndo sdo encontradas ubiqilamente, em todas as bolsas periodontais dos individuos positivos.
Parece entdo, 16gico, supor que a amostragem de um nimero maior de sitios aumente a
chance de encontrar Candida spp. no biofilme subgengival de pacientes com doengas
periodontais.

Assim como na mucosa bucal, a ocorréncia desses fungos, tanto em bolsas
periodontais como em sitios subgengivais nao inflamados, também € maior em populagdes
enfermas do que em individuos sauddveis. Yuan et al. (2001), examinando um grupo de
diabéticos ndo insulino-dependentes € um grupo controle, quanto a ocorréncia de C.
albicans em bolsas periodontais e em sulcos gengivais sem sinais de inflamacdo,
observaram que 18,1% diabéticos abrigavam leveduras nos sulcos gengivais, e 35,2% nas
bolsas periodontais, enquanto 15,6% e 29,8% da populag@o controle sauddvel abrigavam
esses microrganismos nos ecossistemas citados, respectivamente, proporcdes bastante
semelhantes, portanto, as encontradas no presente estudo. Para Yuan et al. (2001) é
importante estudar a contribui¢do destas leveduras nas infec¢des periodontais de pacientes
diabéticos, visto que a candidose bucal tem sido associada ao pobre controle metabdlico da
glicose, e que as bolsas periodontais poderiam se constituir num reservatorio de leveduras,
importante para a manifestacdo de candidose das mucosas bucais.

A maioria das pesquisas sobre a colonizac¢do bucal por Candida spp. t€m sido
feitas para analisar a microbiota periodontal em populacdes infectadas pelo HIV. Para
Ryder (2000), um aspecto particularmente importante € o aumento da prevaléncia de C.
albicans que, por vezes, € encontrada invadindo os tecidos bucais e gengivais. Para tais
autores, a infeccdo por esses fungos estd associada as doengas periodontais necrosantes,

além de contribuir para a perda de suporte nas formas convencionais de periodontite.
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Odden et al. (1994) encontraram hifas e pseudo-hifas de C. albicans em amostras de tecido
gengival de HIV-positivos, principalmente em casos de necrose. Portanto, a utilizacdo de
anti-fungicos e/ou clorexidina tem sido recomendada nesses casos, além de cautela na
prescricdo de antibidticos, pelo risco aumentado de superinfeccdo. No entanto, para
Zambon et al. (1990), a utilizacdo de antiftingicos sob a forma de bochechos ou pastilhas,
pela dificuldade em atingir o ambiente subgengival, € relativamente ineficaz em eliminar as
leveduras subgengivais, que podem persistir mesmo apds o tratamento da candidose
orofaringea. Estes pesquisadores encontraram leveduras subgengivais em 62% dos
individuos infectados pelo HIV. Muitos outros estudos também relatam altas prevaléncias
de C. albicans nestas populagdes. De acordo com Rams et al. (1991), 42,8% e 28,6% dos
individuos HIV-positivos analisados, abrigavam estas espécies em bolsas periodontais e em
sitios subgengivais sem sinais de inflamacdo, respectivamente. Brady et al. (1996),
examinado 25 mulheres infectadas pelo HIV, encontraram leveduras subgengivais em 46%
dessas mulheres, contra 31% do grupo-controle HIV-negativo.

Foi observado por alguns estudos (Rams et al., 1991; Chattin et al., 1999; Yuan
et al., 2001), que as lesdes periodontais, ou seja, sitios que manifestam infec¢ao/inflamacgao
e destrui¢do dos tecidos de suporte dental, sdo mais freqlientemente colonizadas por essas
espécies do que os sitios subgengivais sem sinais clinicos de inflamacdo, tanto em
individuos sauddveis como em imunocomprometidos; isso pode indicar que o ambiente das
bolsas periodontais € bastante favordvel para a proliferacdo de espécies de Candida,
especialmente de C. albicans (Zambon et al., 1990; Yuan et al., 2001; Jarvensivu et al.,
2004). Reynaud et al. (2001) e Gonzdlez et al. (1987) encontraram grandes nimeros de
leveduras colonizando sitios periodontais.

No presente estudo, o nimero de UFC/mL nas bolsas periodontais foi
estatisticamente maior que nos sulcos gengivais e na mucosa bucal (p= 0,0319) indicando
que as bolsas periodontais podem ser mais densamente povoadas que nos demais sitios, o
que vem corroborar a hipétese de que o ambiente subgengival inflamado pode ser um nicho
ecologico importante para esses fungos. Para Jarvensivu et al. (2004), o ambiente
subgengival e o fluido crevicular favorecem a proliferacdo e a germinagao de hifas de C.

albicans, formas com maior potencial de adesao e penetracao tecidual. Assim, tais espécies

91



sdo capazes de colonizar as bolsas periodontais, em uma propor¢do significativa de
individuos, com diversas formas de periodontite (Gonzalez et al., 1987; Slots et al., 1988;
Reynaud er al., 2001; Jarvensivu et al., 2004), e a terapia antifungica vem sendo
preconizada no tratamento de alguns casos dessas doencgas (Ryder et al., 2000), sendo a
eliminacdo das leveduras correlacionada com a melhora do quadro clinico (Velegraki et al.,
1990). Dessa forma, para vdrios autores, a presenca de leveduras em sitios subgengivais
pode contribuir para a progressao da doenga periodontal, bem como determinar um risco
aumentado de candidose sistémica, em casos de depressdo imune (Beighton et al., 1995;
Nikawa et al., 1998; Kamma et al., 1999; Hannula et al., 2001; Jabra-Rizk et al., 2001;
Reynaud et al., 2001; Al-Karaawi et al., 2002).

Dos 21 pacientes positivos, 95,2% foram colonizados nas mucosas, 66,6% nas
bolsas periodontais € 38% nos sulcos gengivais, sendo que a coloniza¢do simultanea dos
trés sitios (A, B e C) ocorreu em 28,5% dessa populacdo, sugerindo que a colonizacdo
prévia das mucosas bucais pode ser importante para o acesso das leveduras ao biofilme
subgengival. Arendorf & Walker (1980) também observam que os biofilmes dentais ndo
sdo a fonte primdria de leveduras, mas que tais espécies se aderem ao biofilme
secundariamente, quando as mucosas da cavidade bucal ja se encontram colonizadas. Para
tais autores, e também para Kleinegger et al. (1996), o dorso da lingua € o local mais
freqiiente e mais intensamente colonizado, provavelmente porque as papilas linguais
fornecem uma extensa superficie, favorecendo a adesdo microbiana, além de uma maior
dificuldade de remog¢do mecanica do que nas demais superficies mucosas. Entdo, além da
remog¢ao do biofilme dental, a higiene dessas superficies poderia, também, ser um habito
importante para o controle das leveduras na cavidade bucal, dificultando a sua implantagcdo
nos ambientes subgengivais. Sendo assim, desde que as leveduras tenham acesso as bolsas
periodontais, encontram um ambiente favordvel a sua proliferacao.

Diferentes espécies de Candida t€ém sido encontradas participando da
microbiota residente da cavidade bucal, sendo C. albicans a mais freqiientemente isolada,
pela quase totalidade dos estudos epidemioldgicos, tanto em individuos sauddveis
(Kleinegger et al., 1996; Hannula et al., 1997; Mata et al., 2000; Reynaud et al., 2001;

Moreira et al., 2001; Pires et al., 2002; Jarvensivu et al., 2004), como em enfermos
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(Chattin et al., 1999;Yuan et al., 2001; Campisi et al., 2002; Ahmad et al., 2003). Na
presente pesquisa, C. albicans foi também a espécie mais freqiiente, identificada em 85,7%
dos pacientes colonizados, enquanto que as demais espécies foram encontradas em 47,6%,
diferenca considerada estatisticamente significativa (p= 0,0088); além disso, 52,3% desses
pacientes foram colonizados exclusivamente por C. albicans.

Candida albicans € considerada a espécie mais virulenta e bem adaptada a
cavidade bucal (Kleinegger et al., 1996), competindo com outros microrganismos pela
aquisicdo de nutrientes, sendo capaz de resistir as diferentes pressdes seletivas ambientais,
sobrevivendo e proliferando em vdrios nichos ecoldgicos fornecidos por hospedeiros
humanos (Calderone & Fonzi, 2001). Segundo De Bernardis et al. (1996), dentre as
caracteristicas fenotipicas de C. albicans, que podem contribuir para seu maior potencial
patogénico, assim como para seu sucesso como organismo comensal, em relacdo as demais
espécies de leveduras, é a capacidade aumentada de expressar as enzimas aspartil
proteinases, relacionadas com a adesao, invasao e destrui¢ao tissular.

Embora C. albicans seja prevalente nas populagdes humanas, outras espécies de
leveduras também vém sendo isoladas, principalmente de individuos enfermos, e este fato
tem sido atribuido principalmente ao uso disseminado de antiflingicos, que, por serem
menos eficazes contra as espécies ndo-albicans, possibilita sua proliferacdo (Campisi et al.,
2002; Kam & Xu, 2002; Epstein et al., 2003; Ahmad et al., 2003). Para Ahmad et al.
(2003), aproximadamente 30% das candidemias sdo causadas por outras espécies de
Candida que nao C. albicans. Examinando populagdes sauddveis, Hannula et al. (1999) e
Contreras et al. (1994) relataram que C. parapsilosis foi mais freqiientemente isolada em
alguns grupos de criangas, € que a diferenga da prevaléncia bucal entre C. albicans e C.
parapsilosis poderia refletir a instabilidade da microbiota em desenvolvimento na
populacdo infantil; desse modo, C. albicans parece menos capaz de colonizar a cavidade
bucal de criancas do que de adultos, nos quais a microbiota € mais estavel.

No presente estudo, 5,6% dos pacientes periodontais foram colonizados
exclusivamente por outras espécies de Candida que nao C. albicans ou C. dubliniensis, mas
este fato ocorreu apenas nas mucosas. Todos os pacientes colonizados nas bolsas

periodontais abrigaram C. albicans neste sitio, unicamente ou simultaneamente a outras
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espécies, assim também como todos os sitios B colonizados, exceto 1 caso. Em
contrapartida, para Hannula et al. (1997), outras espécies bucais de leveduras, que nao C.
albicans, raramente sao isoladas da cavidade bucal de adultos saudaveis.

Outro aspecto de interesse € a ocorréncia de diferentes espécies de leveduras em
um unico individuo (Lass-Florl et al., 2003). Tais autores observaram que o risco de
candidose invasiva € maior em multicolonizados, em relacdo aos individuos colonizados
por apenas uma espécie. Segundo Odds et al. (1988), a freqii€éncia do isolamento de
culturas mistas ndao € maior que 10%. Todavia, € possivel que estudos, analisando apenas
um ou poucos isolados por individuo, subestimem a prevaléncia de multicolonizados na
populacdo. Na presente pesquisa, analisando uma média de 9,8 = 4,54 isolados por
paciente, foi encontrado que 13,2% (sete de 53) foram multicolonizados. Outros autores
também encontraram coloniza¢do bucal simultanea por diferentes espécies de leveduras
(Kleinegger et al., 1996; Hannula et al., 1999; Moreira et al., 2001; Gugnani et al., 2003).
Ahmad et al. (2003) observaram que 12% de 57 individuos internados em uma unidade de
tratamento intensivo, no Kuwait, abrigavam, simultaneamente, mais de uma espécie de
Candida. Hannula et al. (1997), relataram que 6,2% de 48 individuos sauddveis,
provenientes da Finlandia e Estados Unidos, abrigavam, além de C. albicans, C. krusei ou
C. glabrata na mucosa bucal. Entretanto, nas amostras subgengivais, estes autores isolaram
apenas C. albicans.

No presente estudo, outras espécies de Candida, que nao C. albicans, também
puderam ser isoladas nas bolsas periodontais de 3 pacientes, mas todos abrigavam também,
simultaneamente, C. albicans. Porém, como foi feito um pool de leveduras, de todos os
sitios periodontais coletados num mesmo individuo, ndo foi possivel determinar se algum
dos seis sitios analisados, em particular, abrigava exclusivamente espécies nao-albicans.
Nos demais 11 pacientes positivos nas bolsas periodontais, foi encontrado exclusivamente
C. albicans, neste sitio.

Quanto a ocorréncia de C. dubliniensis, Velegraki et al. (1999), isolaram esta
espécie de uma crianga HIV-positiva, que manifestava intenso eritema linear gengival, e
que respondeu favoravelmente a terapia anti-fungica; Portela er al. (1999), também

isolaram C. dubliniensis de sitios subgengivais, em criangas HIV-positivas, na cidade do
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Rio de Janeiro e Jabra-Rizk et al. (2001) encontraram esta espécie em bolsas periodontais
de pacientes HIV-positivos. Mas hé relatos de coloniza¢@o bucal assintomatica (Hannula et
al., 1997; Al-Karaawi et al., 2002), assim como de candidoses provocadas por esta espécie
em HIV-negativos (Coleman et al, 1997). Al-Karaawi et al. (2002) detectaram C.
dubliniensis na mucosa bucal, em 5,8% de uma populacio de individuos
imunocompetentes, mas que manifestavam alteracdes mucosas como liquen plano,
estomatite aftosa recorrente, leucoplasias, doengas vesico-bolhosas, e alguns eram
portadores de deficiéncias fisicas ou mentais. Para estes pesquisadores, os fatores locais
podem ser mais relevantes do que os sistémicos, na colonizacdo da cavidade bucal por C.
dubliniensis. Além disso, esta espécie nao foi encontrada, por estes autores, em nenhum
individuo edéntulo sendo, entdo, possivel, que haja uma predilecdo de C. dubliniensis pelos
tecidos duros da cavidade bucal, e por uma coabitagdo com outros microrganismos do
biofilme dental, como por exemplo, Fusobacterium nucleatum (Al-Karaawi et al., 2002).
Na presente pesquisa, dos 21 pacientes colonizados, C. dubliniensis foi isolada em apenas
uma paciente, no biofilme das bolsas periodontais.

No presente estudo, foi também observado que 66,6% dos sitios bucais
existentes, nos pacientes colonizados (maximo de 3 sitios/paciente), foram positivos para
Candida spp., sendo 29 sitios em 14 mulheres (média de 2,0 & 0,78 sitios/paciente) e 13 em
7 homens (média de 1,9 + 0,69 sitios/paciente). Nao houve diferenca significativa entre os
géneros, quanto ao ndmero de sitios colonizados (0,6877). Em que pese as limitagdes dos
métodos de deteccdo por cultura, este fato sugere que a colonizacdo ndo ocorre,
necessariamente, em todos os nichos, nos individuos colonizados por leveduras na cavidade
bucal, possivelmente pela pressdo seletiva exercida pelos diversos microambientes, em
termos de aquisicdo de nutrientes e interagdes microbianas (Hannula et al., 2001).

De acordo com Epstein er al. (2003), a coloniza¢do prévia da orofaringe e o
nimero de sitios anatomicos colonizados sdo fatores de risco para a ocorréncia de
candidoses disseminadas, e que as espécies de Candida sao responséveis por grande parte
das infecc¢Oes sistémicas que acometem pacientes que recebem transplantes de células
hematopoiéticas, e por um numero expressivo de o&bitos, devido principalmente aos

episddios de neutropenias e a medicacdo com antibidticos e com esterdides sist€micos. Tais
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autores observam que o diagndstico precoce e o tratamento das candidoses bucais pode
aumentar a sobrevida dessa populacao.

Muitos pesquisadores tém sugerido que, dentre as caracteristicas fenotipicas de
C. albicans, a secrecdo enzimatica é determinante, tanto para o potencial patogénico, como
para a colonizacdo comensal (Ollert et al., 1995; De Bernardis et al., 1996) Segundo
McMullan-Vogel et al. (1999), as enzimas aspartil proteinases (Saps) sdao o principal foco
de investigacdo na viruléncia de C. albicans (McMullan-Vogel et al., 1999), mas as
fosfolipases também tém sido estudadas (Willis et al., 1999; Shimizu et al., 1996). Alguns
autores relatam que a secre¢do enzimatica varia entre as diferentes linhagens e procedéncias
dos isolados de C. albicans. McMullan-Vogel et al. (1999) verificaram a atividade das Saps
por isolados bucais de C. albicans, em usuarios de proteses totais, com sinais de candidose,
e relataram que todos os isolados secretaram estas enzimas no meio indutor, independente
de condicdes como a idade e o género da populacdo estudada, mas foi significativamente
menor do que a atividade enzimatica dos isolados de C. albicans provenientes de
individuos infectados pelo HIV. Para tais autores, as espécies e linhagens de Candida com
maior atividade de proteinase sdo mais capazes de causar infeccio do que aquelas com
menor atividade, ou que os mutantes enzima-deficientes. Willis et al. (1999) relataram uma
diferenca significativa na producao de fosfolipases por isolados de C. albicans provenientes
de lesdes de candidose, em relacdo aos isolados de individuos portadores assintomaticos.
Ao contrario, Shimizu et al. (1996) ndo observaram diferenca, quanto a atividade
enzimdtica de proteinases e fosfolipases, entre os isolados de C. albicans provenientes da
saliva de individuos assintomaticos e daqueles com manifesta¢des de candidose bucal.

Na presente pesquisa, também ndo foi observada diferenca significativa, quanto
a producdo enzimatica de proteinases, em relacdo aos 3 sitios anatdmicos bucais. Como as
bolsas periodontais eram as Unicas regides que manifestavam, clinicamente, sinais de
inflamacdo, seria esperado que os isolados destes sitios demonstrassem uma maior
atividade enzimatica. No entanto, todos os isolados de C. albicans exibiram forte atividade
de aspartil proteinase, independentemente dos sitios bucais e do género.

Do mesmo modo, 100% dos isolados de C. albicans demonstraram atividade

enzimdtica de fosfolipases, sendo que 67,9% deles possuiam atividade enzimdtica
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fortemente positiva. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada,
também, quanto ao grau de atividade enzimatica de fosfolipases, entre os géneros,
masculino ou feminino (p= 0,290), ou entre os sitios (p= 0,5505). Além disso, dentro de
uma unica linhagem, obtida por RAPD, alguns isolados demonstraram atividade fortemente
positiva de fosfolipases, enquanto outros possuiam atividade apenas positiva, embora
outras linhagens fossem homogéneas quanto a atividade enzimdtica de ambas as
exoenzimas; entretanto, tais linhagens possuiam apenas pequeno numero de isolados, ndo
sendo possivel caracterizd-las quanto a este aspecto.

Nossos resultados foram também semelhantes aos obtidos por Mardegan
(2002), que, analisando a expressao destas enzimas por isolados bucais de C. albicans, em
dois grupos de criangas sauddveis, carie-ativas ou livres de cérie, de uma mesma localidade
geografica (Piracicaba-SP), relatou que mais de 90% do total desses isolados produziram
fosfolipases e proteinases. Outros estudos t€ém demonstrado que, de 30 a 100% dos isolados
bucais de C. albicans produzem fosfolipases, com graus variados de atividade enzimatica
(Price et al., 1982; Samaranayake et al., 1984; Williamson et al., 1986; Ibrahim et al.,
1995; maffei, 1996; Candido et al., 2000; Hannula et al., 2000). Estas divergéncias
poderiam ser devidas, segundo Williamson et al. (1986), a vdrios fatores, como a alta
variabilidade demonstrada - por um mesmo isolado - quando submetido a testes sucessivos
do grau de atividade enzimdtica, pelo método da placa; assim, tais autores sugerem que
apenas a presenca ou auséncia, € ndo o grau de atividade, seja considerado como um
critério preciso na biotipagem dos isolados de C. albicans. Além disso, tais diferencas
também podem ocorrer devido as distintas procedéncias dos isolados, ou a variacdo nas
técnicas e nos meios de cultura utilizados.

No presente estudo, os testes foram feitos em duplicata, e ndo foram observadas
diferencas, pelos isolados, no indice de atividade enzimdtica entre os testes, possivelmente
devido a padronizag¢do do indculo em espectrofotometro, e também dos meios de cultura,
além das demais condi¢Oes experimentais. Todos os isolados testados na presente pesquisa
exibiram grande potencial para a secre¢do de exoenzimas, e, portanto, poderiam participar
do processo infeccioso e inflamatério que acomete os tecidos de suporte dental. O fato de

que os isolados de C. albicans provenientes do sulco gengival e mucosa bucal, também
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manifestassem, de forma semelhante aos da bolsa periodontal, atividade de proteinases e
fosfolipases, sem que houvesse, contudo, sinais de infec¢ao nestes sitios, poderia ser devido
ao fato de que, como patdgeno oportunista, as infec¢oes produzidas por C. albicans estao
relacionadas mais ao status imune do hospedeiro do que a qualquer fator de viruléncia
produzido ou mantido pela levedura (McMullan-Vogel et al., 1999). Ao contririo, nos
tecidos periodontais inflamados, de acordo com Jarvensivu et al. (2004), ocorre uma
imunodepressdo local, causada pela periodontite, capaz de favorecer ecologicamente
espécies oportunistas.

Um outro aspecto dessa questdo € que, além da capacidade intrinseca do
microrganismo, as condi¢des ambientais também sdo importantes na expressao de uma
determinada caracteristica. Para Ibrahim et al (1995), a expressdo, in vitro, de fatores de
viruléncia, ndo significa que o fator esteja, necessariamente, atuando in vivo, mas tao
somente que existe o potencial para tanto. Assim, esses fatores seriam expressos apenas sob
condi¢des ambientais favordveis. No presente caso, outros estudos seriam necessarios para
verificar se os genes que codificam essas enzimas estdo realmente sendo expressos, in vivo,
pelos isolados de C. albicans, e em quais sitios bucais isto estd ocorrendo. Por exemplo,
estudos para a deteccao de mRNA, poderiam ser uteis para esclarecer essa questdao (Naglik
etal., 1999).

Para McMullan-Vogel et al. (1999), dentre as caracteristicas fenotipicas, a
secrecdo enzimdtica tem sido considerada um fator crucial para a colonizag¢do assintomética
e para o potencial patogénico destas leveduras, pois tais enzimas estdo implicadas tanto nas
adesdo, como na invasdo e na destruicdo tecidual. Assim, para tais autores, as espécies e
linhagens com maior atividade enzimética possuem maior potencial de causar infec¢do do
que aquelas com menor potencial secretor, ou os mutantes enzima-deficientes. Algumas das
propriedades enzimaticas, relatadas na literatura, podem desempenhar um papel importante
na agressao aos tecidos periodontais. De maior importancia pode ser a a indugdo de reacoes
inflamatorias, a degradacdo de um nimero de substratos do hospedeiro, como o coldgeno,
queratina, e imunoglobulinas, e, conseqiientemente, a diminui¢do da eficicia da fagocitose
pelos neutréfilos polimorfonucleares (Kaminishi er al., 1995; Haynes, 2001; Hube &

Naglik, 2001).
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Kaminishi et al. (1995), num estudo para testar o efeito das proteinases sobre a
atividade de opsonizacdo do soro humano, através de uma via mediada por complemento,
relataram um decréscimo da atividade bactericida dos neutréfilos polimorfonucleares,
quando o soro foi tratado com proteinases de C. albicans. Estes autores concluiram que tais
enzimas parecem reduzir a opsoniza¢do dos microrganismos, através da degradacao da IgG
e IgM, e da molécula C3 do complemento. Como a opsonizagdo de microrganismos-alvo €
necessdria para uma fagocitose eficiente, a inativacdo das opsoninas pode deixar o
hospedeiro mais vulnerdvel as infec¢des microbianas, e agravar as doencgas infecciosas em
hospedeiros comprometidos (Kaminishi et al., 1995). Como muitas destas respostas
imunes sdo importantes na defesa dos tecidos periodontais (Higewald et al., 2002; Slots &
Taubman, 1992; Newman et al., 2004), € possivel que tais enzimas, produzidas no
ambiente subgengival, exercam uma a¢do deletéria para o periodonto.

A epidemiologia das infec¢des por C. albicans requer que este patdégeno seja
caracterizado ao nivel de subespécie, de modo a definir, mais precisamente, 0s processos
infecciosos e as vias de transmissao (Sanz et al., 1996). Para a genotipagem dos isolados de
C. albicans, foram utilizados, no presente estudo, 2 primers arbitrarios, AP-03 e OPA-03,
pelo método de RAPD, o que permitiu distinguir, em 156 isolados de C. albicans, 4 grupos
moderadamente relacionados entre si (0,684 < Sgy < 0,839), e um outro grupo
geneticamente distinto, constituido por 3 isolados identificados previamente como C.
dubliniensis. No entanto, dentro de cada grupo, as linhagens possuiam, entre si, alto grau de
similaridade (0,879 < Sgr < 1,0).

Os 1solados identificados previamente como C. albicans exibiram um perfil
eletroforético semelhante a cepa de referéncia desta espécie (ATCC 90028) e distinto do
perfil exibido pelos isolados de C. dubliniensis, e por sua cepa de referéncia (CD 36), para
ambos os primers utilizados. Hannula et al. (1997) observaram o mesmo fendmeno,
utilizando 2 primers arbitrarios, um dos quais o OPA-03, para a genotipagem de isolados
bucais provenientes de 2 distintas localidades geograficas. Como este fato ocorreu também
para outras espécies de Candida, além de C. albicans e C. dubliniensis, os autores
concluiram que os perfis-PCR de uma determinada espécie sdo muito mais similares entre

si do que entre espécies distintas, e, portanto, o0 método de RAPD pode ser utilizado
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também para a identificacdo de leveduras, ao nivel de espécie. Entretanto, pequenas
variacdes nos perfis eletroforéticos, dentro de cada espécie, foram detectadas por estes
pesquisadores, o que permitiu a andlise da diversidade genética intra-especifica. Na
presente pesquisa, foram também observadas variagdes semelhantes e, assim, a partir da
andlise dos perfis gerados por ambos os primers, foi possivel distinguir diferentes tipos
eletroforéticos, e, conseqiientemente, acessar a diversidade genotipica de C. albicans e C.
dubliniensis. No entanto, para a identificacdo das leveduras, foi utilizado, em adigdo,
primers especificos, além dos métodos fenotipicos cldssicos.

Dos 156 isolados de C. albicans, a grande maioria (94,9%) demonstrou alto
grau de similaridade genética (Ssy entre 0,879 a 1,0), formando um cluster denominado
Grupo I. Dentro deste grupo geneticamente homogéneo, 2 tipos eletroforéticos (ET1 e ET7)
predominaram, constituindo a maioria dos isolados (n= 99), que se distribuiram pelos 3
sitios bucais e por ambos os géneros, feminino e masculino. Apenas estes 2 ET foram
compartilhados entre os géneros; dos demais 14 ET, 10 foram encontrados exclusivamente
em mulheres e quatro em homens. No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os géneros masculino ou feminino, quanto ao grau de diversidade
genética entre os isolados de C. albicans (p= 0,892).

A existéncia de alguma especificidade ecoldgica da cavidade bucal, relacionada
aos géneros, que pudesse influenciar nos processos adaptativos de algumas linhagens de C.
albicans, ainda nao foi descrita (Feijoo et al., 2002). Al-Karaawi et al. (2002) também ndo
relataram nenhuma associa¢do entre os géneros e os genétipos de C. albicans. Seriam
necessarios mais estudos, empregando uma combinac¢ido de métodos de andlise gendmica,
na tentativa de esclarecer esta questdo, importante em termos de implementacdo de
programas de prevencdo a candidose, especialmente em populacdes de risco.

No presente estudo, também ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa entre os sitios A, B e C, e o grau de diversidade genética de C. albicans (p=
0,6431). Algumas linhagens dessa espécie foram encontradas nos 3 sitios bucais, indicando
uma disseminacdo das leveduras, provavelmente a partir das superficies mucosas, em
direcdo aos sitios subgengivais. Porém, alguns tipos eletroforéticos foram encontrados

exclusivamente nos sitios bucais A ou C, mas nenhum foi exclusivo para o sitio B. Dessa
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forma, a colonizagdo dos sulcos gengivais sauddveis por C. albicans pode ser conseqiiéncia
apenas da disseminagdo das leveduras a partir das mucosas bucais. Isso podde ser
evidenciado, no presente estudo, pelo fato de que as leveduras s6 foram encontradas neste
local quando presentes, concomitantemente, nas mucosas bucais.

Pizzo et al. (2002), analisando, por cariotipagem eletroforética, 6 isolados de C.
albicans de sitios periodontais e 1 isolado da mucosa bucal, em pacientes HIV-positivos,
relatam que, na maioria dos casos, houve identidade genética entre os isolados de ambos os
sitios bucais, mas algumas linhagens foram detectadas unicamente nas bolsas periodontais.
Entdo, foi concluido que a colonizagdo destes sitios ndo € o resultado apenas da
disseminagdo das leveduras das superficies bucais e da saliva, mas que a adaptacdo de
determinadas linhagens de C. albicans ao ambiente periodontal também pode ocorrer.

A maioria dos estudos para andlise da diversidade genética de C. albicans
utiliza, aproximadamente, 5 isolados por sitio, ou por individuo (Hanulla et al.,1999;
Hanulla et al., 2001; Pizzo et al., 2002; Samaranayake et al., 2003), como foi feito também
no presente estudo. Mas pode ser que, analisando uma quantidade maior de isolados em
cada sitio, fosse possivel verificar se essas linhagens exclusivas em relagdo aos sitios
ocorrem devido as pressdes ecoldgicas proprias de cada ambiente, ou se, em conseqiiéncia
de uma amostragem insuficiente, tais linhagens ndo siao detectadas em todos os sitios, por
serem em menor nimero. Kam & Xu (2002), também observaram que os estudos de
populacdes de microrganismos sao limitadas pela dificuldade de se analisar geneticamente
um nimero muito grande de isolados, em cada individuo.

No estudo de Pizzo et al. (2002), algumas linhagens foram compartilhadas entre
individuos nao relacionados, enquanto outras eram exclusivas para um mesmo individuo.
Hannula et al. (2001), utilizando o método de AP-PCR, com o primer OPE-03, na
genotipagem de isolados bucais de C. albicans, em individuos sauddveis e nao
relacionados, provenientes de trés paises (Estados Unidos, Finlandia e Turquia), relataram
que, dos 25 gendtipos identificados nos sitios subgengivais, 11 ocorreram em multiplos
individuos. Estes dados concordam, de modo geral, com o0s encontrados na presente
pesquisa, onde foi observado, entre pacientes nao relacionados entre si, o compartilhamento

de uma ou mais linhagens de C. albicans, com exce¢do de um unico paciente, do género
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feminino. Este paciente abrigava, simultaneamente, nos trés sitios bucais, apenas um tipo
eletroforético de C. albicans (ET6), e, ainda, esta linhagem nao foi detectada em nenhum
outro paciente. Dos 16 ET encontrados, no presente estudo, sete foram compartilhados
entre 0s pacientes.

Para Pizzo et al. (2002), é provavel que tais linhagens representem
subpopulagdes comuns dentro da espécie C. albicans. Estes autores observam que a
tipagem molecular auxilia a esclarecer uma variedade de caracteristicas importantes sobre a
colonizacdo subgengival por C. albicans, e que a similaridade genética entre os isolados
coletados simultaneamente da mucosa bucal e de sitios subgengivais deve ser estudada
mais aprofundadamente, pois esta relagao ainda é pouco compreendida.

Na presente pesquisa, dos 18 pacientes colonizados por C. albicans, seis
abrigavam apenas um unico tipo eletroforético de C. albicans, enquanto os demais
possuiam de duas a cinco linhagens bucais dessa levedura. Esses dados sdo semelhantes aos
obtidos por Kleinegger et al. (1996), que, empregando a sonda Ca3 na anélise gendmica de
multiplos isolados bucais de C. albicans, em individuos saudaveis e dentados, provenientes
de uma unica localidade geogréfica, demonstraram que a maioria das linhagens comensais
tém origem clonal, mas que uma propor¢do dessas linhagens contém pequenas variagdes
genéticas. Os autores relataram que alguns individuos portavam mais de 1 padrao de DNA
entre os isolados, enquanto outros foram colonizados por uma unica linhagem de C.
albicans, evidenciando, assim, a ocorréncia de microevolu¢do em populacdes clonais de
linhagens comensais ou infectantes, nos sitios anatdmicos bucais. Também para Berenger
et al. (1996) e para Xu J et al. (1999), um udnico hospedeiro pode ser colonizado por
multiplas espécies ou por multiplos gendtipos da mesma espécie, no mesmo ou em
diferentes sitios do corpo, indicando um processo dinamico de coloniza¢do por leveduras.

Todavia, outros estudos relatam a ocorréncia de apenas uma unica linhagem
bucal de C. albicans, por individuo. De acordo com Mehta et al. (1999) e Hannula et al.
(2001), a maioria dos individuos sauddveis abriga uma unica linhagem de C. albicans na
cavidade bucal, ao contrdrio de imunocomprometidos, nos quais sdo detectados,
freqiientemente, vérias linhagens de C. albicans. Hannula et al. (2001) analisaram a

diversidade genética de leveduras subgengivais, em 60 individuos sistemicamente
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sauddveis, com periodontite, tomando cinco isolados por individuo, e observaram que 58
individuos possuiam apenas uma unica linhagem de C. albicans, mas dois individuos
possuiam mais de uma linhagem.

Pizzo et al., (2002), relataram que trés dos nove individuos HIV-positivos
estudados foram colonizados por mais de uma linhagem de C. albicans. Samaranayake et
al. (2003), analisarando multiplos isolados de C. albicans na cavidade bucal de individuos
infectados pelo HIV, também demonstraram a ocorréncia simultinea de mais de um tipo
clonal num mesmo individuo; para tais autores, este fato pode ter importantes implicacdes
terapéuticas, como diferencas na susceptibilidade aos antifingicos, entre as linhagens,
possibilitando a selecdo das mais resistentes. Assim, pacientes imunocomprometidos
deveriam ser monitorados para a presenca de multiplas linhagens de C. albicans, durante
todo o curso de sua enfermidade.

Como ndo ha um consenso na literatura, sob este aspecto, por haver ainda muito
a esclarecer sobre os mecanismos que determinam os processos de colonizacdo e
manuten¢do da microbiota de leveduras em humanos, como a influéncia de fatores
geograficos, populacionais e comportamentais, além de variacdes devidas, possivelmente,
aos diferentes métodos utilizados para a andlise gendmica das espécies de Candida, mais
estudos sdo necessdrios para elucidar estas e outras questdes de importancia
epidemioldgica.

De acordo com Bartie et al. (2001) os métodos de genotipagem baseados na
andlise do 4dcido nucleico possuem um bom poder discriminatério e reprodutibilidade para a
caracterizacdo das linhagens de Candida, sendo que as técnicas de genotipagem
fundamentadas na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) t€m sido as mais utilizadas. As
técnicas de PCR sdo vantajosas por terem aplicabilidade universal, e serem relativamente
rapidas e simples, enquanto seu poder discriminatério se mantém compardvel a métodos
como o PFGE ou REA (Van Belkum et al., 1994; Clemons et al., 1997). Porém, mesmo
considerando o alto poder de resolucdo de cada uma dessas técnicas, pode ser necessdrio o
emprego de mais de um método molecular, para aumentar a capacidade de discriminagdo
de diferentes linhagens de Candida spp. (Bart-Delabesse et al., 1995; McCullough et al.,

1996). Apesar disso, muitos autores tém utilizado apenas uma técnica molecular em estudos
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epidemioldgicos, relatando resultados satisfatérios em termos de capacidade de
discriminacao e reprodutibilidade (Kleinegger et al., 1996; Hannula et al., 1997; Hannula et
al., 2001; Pizzo et al., 2002; Ahmad et al., 2003; Hossain et al., 2003).

Na presente pesquisa, utilizando apenas a técnica de RAPD, com 2 primers
arbitrdrios, foi encontrado que a maioria das linhagens de C. albicans, provenientes dos
sitios sauddveis, foram também isoladas nas bolsas periodontais; além disso, nao foi
encontrada relac@o entre os sitios ou as linhagens e a atividade enzimdtica. Tal fato indica,
portanto, a hipdtese da persisténcia, em que as linhagens comensais também sdo capazes de
causar infeccdo (evidentemente considerando a possibilidade de que tais espécies
participem ativamente do processo infeccioso periodontal, o que ainda nao foi
definitivamente demonstrado). Assim, de acordo com os dados obtidos nesta pesquisa, as
condi¢des do hospedeiro, de ordem local ou geral, seriam o fator determinante para a
infeccdo por Candida.

Estes dados concordam com os encontrados por alguns autores (Hellstein et al.,
1993; McCulough et al., 1994; Xu J et al., 1999; Samaranayake et al., 2003). Entretanto,
em populagdes imunocomprometidas € possivel que haja uma substituicdo de linhagens
comensais de C. albicans por cepas geneticamente mais homogéneas e potencialmente mais
virulentas, principalmente em relacdo a maior atividade enzimdtica de aspartil proteinases
(Ollert et al., 1995; Ahmad et al., 2003).

Em Piracicaba (SP), localidade onde residiam os voluntdrios da presente
pesquisa, outros autores também estudaram, previamente, a diversidade genética de
isolados bucais de C. albicans, em outras populacdes, sendo assim, interessante, a
comparacdo desses estudos com o presente, em que pese o fato de as idades e as condicdes
bucais dos individuos serem diferentes. Mardegan (2003), utilizando o método de RAPD
com o primer AP-03, para a genotipagem de 158 isolados de C. albicans, provenientes de 2
grupos de criangas sauddveis, cdrie-ativos e livres de cdrie, relata que algumas criangas
abrigavam multiplas linhagens dessa espécie na cavidade bucal, e ndo foi encontrada
diferenca significativa, entre os 2 grupos, quanto a diversidade genética, entre as linhagens
de C. albicans. Mata et al. (1999) analisaram, por eletroforese de isoenzimas, 49 isolados

de C. albicans da saliva de 11 criancas sauddveis, com idade variando entre 8 a 11 anos, e
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observaram também que algumas criangas possuiam apenas uma linhagem, enquanto outras
foram colonizadas por dois ou mais clones desta levedura, numa maneira multiclonal de
colonizagdo. Boriollo (2004), analisando, por eletroforese de enzima multiloco, 75 isolados
bucais de C. albicans, em 75 escolares saudéveis, provenientes de diferentes institui¢des de
ensino, nesta mesma cidade, demonstraram a ocorréncia de grupos predominantes de
isolados altamente relacionados geneticamente, tanto na populacdo total, como em cada
subpopulacdo de criancas. Segundo este autor, idénticos tipos eletroforéticos foram
compartilhados entre alguns escolares ndo relacionados, provenientes de diferentes
institui¢cdes de ensino, o que sugere uma possivel existéncia de rotas de disseminacdo de
determinadas linhagens de C. albicans; assim, mais pesquisas seriam necessdrias para
verificar a ocorréncia de um grupo ubiqiio e geneticamente homogéneo dessa espécie, e de
suas vias de transmissdo, contribuindo para a prevencdo da transmissibilidade entre as
populacdes, assim como das infec¢des causadas por tais microrganismos.

Foi também encontrado, na presente pesquisa, um grupo de linhagens de C.
albicans, que demonstraram alto grau de relacionamento genético (Ssm entre 0,879 a 1,0),
formando um cluster denominado Grupo 1. Para Al-Karaawi et al. (2002), as cepas de C.
albicans tendem a ser geneticamente mais similares entre si quando provenientes de grupos
populacionais semelhantes (ex. HIV-positivos ou negativos), de uma mesma localidade
geografica, ou de um mesmo sitio anatdmico (ex. cavidade bucal, vagina, intestino). Os
resultados destes autores sugerem que subgrupos geneticamente homogéneos de C.
albicans tém predilecdo por condi¢des bucais especificas, ou populagdes homogéneas de
individuos. No presente estudo, a padronizacdo, entre os pacientes analisados, quanto as
condi¢gdes bucais, sistémicas e a localidade geografica, poderia, talvez, explicar a alta
homogeneidade genética encontrada entre a maioria dos isolados de C. albicans.

No entanto, € necessdrio ressaltar as limitagdes da utilizagdao de apenas um tinico
método de genotipagem, quanto a capacidade discriminatdria entre as linhagens, mesmo
considerando que o primer AP-03 tem sido utilizado, através do método de RAPD, com
bons resultados neste aspecto (Sanz et al., 1996; Ahmad et al., 2003; Mardegan, 2003).

Schmid et al. (1999), num estudo epidemioldgico, utilizando a sonda Ca3,

demonstraram que 37% dos isolados patogénicos de C. albicans, provenientes de regides
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geograficas distintas, formaram um tnico cluster geneticamente homogéneo. Os autores
denominaram este grupo de general purpose genotype, e relataram que as linhagens,
pertencentes a este cluster, poderiam estar amplamente disseminadas geograficamente,
agindo como agente etioldgico predominante em todas as formas de candidose e em todas
as categorias de pacientes, sendo entdo mais bem sucedidas ecologicamente que as demais
linhagens. Segundo estes autores, o sucesso, a longo prazo, de uma determinada cepa,
deveria ser maior se esta cepa fosse capaz de se adaptar a uma variedade de ambientes
distintos, e assim, estes genodtipos general purpose seriam capazes de sobreviver num
hospedeiro, tanto como comensais, quanto como patégenos.

Outros estudos complementares sdo necessarios, com o objetivo de verificar se
as linhagens de C. albicans encontradas no presente estudo, que apresentaram alto grau de
relacionamento genético (Grupo I), seriam também geograficamente disseminadas,
colonizando a cavidade bucal como organismos comensais e/ou produzindo candidose; para
tanto, estudos comparativos utilizando diversos grupos populacionais, provenientes de
diferentes localidades geograficas e também empregando, além do RAPD, outros métodos
moleculares na caracterizagdo genética de C. albicans.

Finalmente, a propagacdo sistémica de linhagens potencialmente patogénicas de
espécies de Candida, principalmente de C. albicans e C. dubliniensis, poderia ser
favorecida em determinados grupos populacionais, especialmente quando as bolsas
periodontais se apresentassem densamente colonizadas por tais espécies. Estudos
longitudinais seriam necessdrios de forma a acessar o grau de manutencdo dessa
diversidade de linhagens, em diferentes populagdes e formas de periodontite, incluindo a
avaliacdo dos fatores de viruléncia, da susceptibilidade a agentes antiftingicos, e também,
verificar a eficicia das diversas modalidades de terapia periodontal na eliminacdo ou no

controle das espécies de Candida da cavidade bucal, especialmente dos sitios subgengivais.
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7 CONCLUSAO

Sob as condi¢des experimentais deste trabalho, foi possivel concluir que:

a) A ocorréncia de espécies de Candida na cavidade bucal pode ser esperada
em, aproximadamente, um a cada trés pacientes com diagndstico de doenca

periodontal, e, nas bolsas periodontais, em um a cada quatro desses pacientes.

b) Candida albicans é a espécie mais freqiientemente isolada, em ambos os
géneros, e possui a capacidade de colonizar tanto o biofilme subgengival como

as superficies mucosas.

c¢) O biofilme relacionado as bolsas periodontais abriga maior nimero de

leveduras (UFC/mL), do que os sulcos gengivais e as mucosas bucais.

d) Os isolados bucais de Candida albicans e C. dubliniensis possuem evidente

atividade enzimadtica, tanto de aspartil proteinases, como de fosfolipases.

e) Ambos os géneros, masculino e feminino, sdo semelhantes quanto a
colonizacdo bucal por Candida spp., quanto a diversidade genotipica de

Candida albicans, e quanto a atividade enzimatica dos isolados.
f) A cavidade bucal pode abrigar uma tnica ou multiplas linhagens de Candida
albicans, assim como uma mesma linhagem pode ser compartilhada entre

individuos nao-relacionados.

g) As bolsas periodontais podem ser colonizadas por Candida dubliniensis, em

individuos sem histdéria de comprometimento imune.
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