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CS E.E.P.G. "Prof Carlos Sodero" 

DNA Ácido desoxirribonucléico 

EK Electrophoretic Karyotype 

FE E.E.P. G. "Pro .f. Francisca Elisa" 

FMC E.E.P.G. "Prof Francisco Mariano 
da Costa" 

g Grama - Unidade de Massa 

g Gravidade Unidade de Força 
Centrifugo 

HF E.E.P.S.G. "Prof HonoratoFaustino" 

kbp Kilobases 

kDa Kilodaltons 

LAE Liceu Colégio "Albert Eistein" 

M.M. Massas Moleculares 

MA E.E.P.S.G. "Prof Elias de Melo 
Ayres" 

MCL Meio Completo para Leveduras 

MEP E.E.P.G. "Prof Manasses Ephraim 
Pereira" 

mg Miligrama 

mL Mililitro 

MfL Milimicra 

MLEE Eletroforese de Enzimas 
Multi/ocos 

mm Milímetro 

mol0/oC+G Percentual Molar de Guanina 
adicionado de Citosina 

mtDNA Ácido desoxirribonucléico 
mitocondrial 

nm Nanômetro 

NMR Nuclear Magnetic Ressonance 
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NTSYS-pc Sistema de Análise 
Multivariada e Taxonomia Numérica
Numerical Taxonomy and 
Multivariate Analysis System -
personal computer 

°C Escala Célcius de Temperatura 

PAGE Polyacry/amide Ge/ 
Electrophoresis) 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PFGE Pulsed Feild Gel Electrophoresis 

q.s.p. Quantidade Suficiente Para 

rcs Coeficiente de Correlação Cofenética 

REA Restriction Endonucleasis Analysis 

Rf Mobilidade Eletroforética Relativa 

RFLP Restriction Fragment Length 
Polymorphism 

rpm Rotações por Minuto 

rRNA Ácido ribonucléico ribossomômico 

S Matriz de Similaridade 

SD Coeficiente de Associação 
(Similaridade) de Dice 

SDS Dodecil Sulfato de Sódio - Sodium 
Dodecy/ Sulfate 

SSCP-PCR Single Strand Conformational 
Polymorphism 

T .S. Linhagem-tipo ou Linhagem padrão 

TEMED Tetrametiletilenodiamina 

Tm Temperatura de fusão - Melting 
temperature 

UPGMA Agrupamento Pareado sem Peso 
com Significado Aritmético -
Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic mean 

UTOs Unidades T axonômicas 
Operacionais - OTU's Operational 
Taxonomic Units 

YPD Meio Extrato de Leveduras, Peptona 
e Glucose - Yeasts Peptone Dextrose 
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RESUMO 

Um total de setenta e cinco amostras de Candida albicans isoladas 

da cavidade oral de escolares saudáveis, do município de Piracicaba, estado de 

São Paulo, região sudeste do Brasil, com idades variando entre seis e nove anos, 

provenientes de cinco classes socioeconômicas e oito escolas, foram estudadas. 

Com base nos dados da literatura, o propósito da presente pesquisa foi analisar 

os graus de associação (similaridade) entre esses isolados, através da técnica de 

eletroforese de proteínas intracelulares em gel de poliacrilamida, em sistema 

descontínuo (SDS-PAGE), com ênfase nos estudos de caracterização 

epidemiológica desses microrganismos. As amostras foram inoculadas em 50 

mL de meio de cultura YPD. Decorrido o tempo de incubação, as amostras 

foram centrifugadas a 3.000 x g, por 5 minutos. Os sedimentos obtidos foram 

ressuspensos em água destilada gelada, lavados e fracionados em alíquotas de 

0,5mL, os quais foram submetidos ao processo de extração de proteínas por 

pérolas de vidro. As concentrações de proteínas das amostras foram 

padronizadas para 800f1g/500f!L, as quais foram mantidas a - 75 °C até o 

momento de uso. Os extratos celulares obtidos, foram submetidos à técnica de 

SDS-PAGE. Após a corrida eletroforética os géis foram revelados. As bandas de 

proteínas, indicativas do perfil eletroforético de cada amostra, receberam valores 

1 (um) para a presença de bandas e O (zero) para a ausência das mesmas, numa 

comparação entre os "lanes". O conjunto desses dados permitiu a confecção de 

matrizes de dados binários com intervalo de confiança de ±1,245, as quais 

foram plotadas no pacote estatístico NTSYS-pc I. 70 aplicando o coeficiente de 

associação (similaridade) de Dice. Essas matrizes de similaridade foram tratadas 
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pelo algoritmo UPGMA, que gerou os dendrogramas que possibilitaram as 

análises dos graus de similaridade existentes entre os isolados de Candida 

albicans. Os resultados obtidos mostraram a formação de vários "clusters", 

presentes nos dendrogramas UPGMA, com características heterogêneas, 

contendo as amostras de escolares provenientes de diferentes classes 

socioeconômicas e escolas. Essa heterogeneidade sugere a existência de 

polimorfismo nessa espécie. A aplicação de proteínas intracelulares para análise 

numérica de Candida albicans, permite a determinação preliminar dos 

agrupamentos desses isolados, independentemente de suas origens. A 

diversidade e heterogeneidade dos "clusters", detectáveis nos diversos 

dendrogramas, obtidos pela análise do perfil eietroforético dos extratos protéicos 

dessa espécie, sugerem que a caracterização infraespecífica mais apurada deve 

envolver marcadores menos sujeitos a interferências de expressão, como por 

exemplo, aqueles que exploram o polimorfismo de ácidos nucléicos. 
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ABSTRACT 

A total of seventy five samples o f Candida albicans, isolated from 

the oral cavities of healthy scholars living in Piracicaba city, São Paulo state, 

southeast area of Brazil, with ages varying from six to nine year-old, and 

coming from five distinct socioeconomic leveis and eight schools, were studied. 

Based on the literature data, the purpose o f the present research was to analyze 

the association (similarity) degrees existing among those isolates, through the 

whole-cell polyacrylamide gel electrophoresis techoique (SDS-PAGE), with 

emphasis in to ascertain the possible epidemiological relationships among such 

microorgaoisms. The samples were inoculated in YPD culture medium, and 

after the incubation, they were centrifuged at 3,000 x g for 5 minutes. The 

obtained sediments were washed in cold distilled water and the whole-cell 

proteins were extracted by disruption with glass beads. The protein 

concentration o f the samples was standardized for 800mg/500mL, which were 

maintained at -75°C, until the moment o f use. The obtained cell extracts were 

submitted to SDS-PAGE techoique. After the electrophoresis, the gels were 

revealed and the protein bands received values 1 for the presence ofbands andO 

for the absence ofthe same ones, in a lanes' comparison. The collection ofthose 

data allowed the confection of severa! binary data matrices with a confidence 

interval of ±1,245, which were plotted on the NTSYS-pc 1.70 version statistical 

package applying the association coefficient of Dice, which generated similarity 

(S0 ) matrices. Those similarity matrices were treated by the UPGMA algorithm, 

that allowed the analyses of similarity leveis among Candida albicans isolates 

by dendrograms. The results showed the formation of severa! clusters with 

heterogeneous composition, including samples not related to their respective 
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socioeconomic leveis or schools. These heterogeneity suggests the hlgh degree 

of polymorphism in such species. The application of whole-cell proteins for 

Candida albicans numerical analysis allows the preliminary determination of 

groupings of those isolates, independently o f their origins. The clusters' 

diversity and heterogeneity detected in the severa! dendrograms suggest that, a 

more accurate infraspecific characterization should involve markers less subject 

to expression interference, as for example, those that explore the nucleic acids' 

polymorphlsm. 
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INTRODUÇÃO 

O gênero Candida compreende um grupo de leveduras que pode ser 

encontrado nos mais diversos ecossistemas, desde florestas tropicais (HAGLER, 

1995) e rios brasileiros (PEÇANHA et ai., 1996), até como componente do 

espectro de leveduras que contaminam chás alemães (MA YSER et ai., 1995), 

inclusive com algumas espécies de interesse médico e estomatológico (SOLL et 

ai., 1994). Estes organismos também foram associados às doenças derivadas do 

uso abusivo de medicações irnunossupressivas, ou como manifestações 

oportunistas em pacientes portadores de irnunodeficiências congêrútas ou 

adquiridas (McCULLOUGH et ai., 1996). 

A ocorrência de Candida na cavidade bucal se apresenta sob a 

forma comensal e constitui parte da microbiota bucal normal. As razões para o 

estabelecimento de infecções são fàtores precipitadores, tais como, queda de 

imurúdade do hospedeiro, desordens endócrinas, lesões em mucosas, higiene 

oral deficiente, tratamento prolongado com antibióticos, corticosteróides e 

outros. A variedade das marúfestações clinicas da candidose bucal reflete a 

diversidade das inúmeras condições predisponentes. A boca, ao contrário de 

outras cavidades naturais, está constantemente exposta a fortes estímulos 

mecânicos, térmicos e químicos, em decorrência dos atos fisiológicos a ela 

inerentes, destacando-se a mastigação. Desta forma, a boca está propensa a 

apresentar, com apreciável precocidade, freqüência e expressividade, alterações 

decorrentes de modificações sistêmicas, sejam elas de fundo carencia~ 

metabólico, ou de outra natureza, as quais poderão concorrer para o rompimento 

do equilíbrio biológico entre população microbiana e hospedeiro. Na cavidade 

oral, a Candida aibicans integra-se a outros microrganismos aí existentes, como 
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vírus, bactérias, fungos e protozoários. A compatibilidade da coexistência dessa 

população microbiana com a saúde bucal e individual decorre do 

desenvolvimento, desde o nascimento, através de mecanismos imunológicos, de 

processos de adaptação e readaptação, contínuos, em virtude dos quais se 

estabelece vínculo biológico entre o organismo e os microrganismos que ele 

abriga. Tal vínculo garante a condição saprofitica desses microrganismos, pelo 

estabelecimento de um estado de equilíbrio biológico (LACAZ, 1980). 

Procedimentos cromatográficos permitem a separação de misturas 

de compostos, possibilitando a caracterização dos mesmos. Nesse sentido, a 

eletroforese, um método cromatográfico baseado baseado na separação através 

do estabelecimento de um campo elétrico, que permite a separação dos 

diferentes componentes da mistura em função de suas diferentes massas 

moleculares, estruturas moleculares ou cargas elétricas. Diferentes variações da 

eletroforese tem permitido a caracterização de leveduras através da análise de 

substâncias de naturezas diversas, tais como cromossomos (ASADURA et al., 

1991; MONOD et ai., 1990), fragmentos de DNA (SCHERER & STEVENS, 

1987), isoenzimas (LEHMANN et al., 1989b), glicoproteínas (CASANOVA & 

CHAFF!N, 1991) e proteínas totais desnaturadas (SHEN et al., 1988; 

BRUNEAU & GU!NET, 1989; MAIDEN & TANNER, 1991). Referente a essa 

última técnica, sabe-se que a mesma tem sido empregada satisfatoriamente na 

caracterização de bactérias {TANNER et al., 1986; COSTAS et al., 1989a; 

HOMES et al., 1990; PALOMARl, 1992) e de leveduras (VANCANNEYT et 

al., 1991; V ANCANNEYT et al., 1992; GOMES, 1995). Os valores numéricos 

de mobilidades relativas e ou massas moleculares de bandas eletroforéticas 

resultantes da separação das proteínas, podem ser convertidas numa matriz de 

dados bínários que, com auxilio de sistemas computadorizados, fornecem 

resultados comparativos na forma de matrizes ou dendrograrnas de similaridade 
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(KERSTERS, 1985), os quais permitem avaliar os diferentes graus de 

similaridade fenética entre linhagens de uma mesma espécie. 

Com base nos dados da literatura dispomvel, o propósito da 

presente pesquisa foi analisar os graus de similaridade fenética de isolados de 

Candida albicans (BERKHOUT, 1923) provementes de escolares pertencentes a 

cinco classes socioeconômicas, através da técnica de eletroforese de proteínas 

iotracelulares em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). 
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REVISÃO DE LITERATURA 

As diferentes espécies que compõem o gênero Candida encontram

se distribuídas em diferentes filas (ou divisões), de acordo com as características 

sexuais de cada uma. Assim, os estados anamórficos das leveduras C. 

guilliermondii, C. guilliermondii var. membronaefaciens, C. krusei, C. sorbosa, 

C. pseudotropicalis, C. parapsilosis e C. pulcherrima, têm seus estados 

teleomórficos no filo Ascomycota, nas espécies Yamadazyma guilliermondii, 

Pichia ohmeri, Issatchenkia orientalis, Jssatchenkia occidentalis, 

Kluyveromyces marxionus, Lodderomyces elongisporus e Metschnikovia 

pulcherrima, respectivamente (BARNETT et ai., 1983; KREGER-V AN RD, 

1984; PRADA, 1992; CASTRO, 1995; SAN MILLAN et ai., 1997). Algumas 

espécies de Condida apresentam seus estados teleomórficos no filo 

Basidiomycota, como é o caso da C. scotii, C. capsuligena, C. frigida e C. 

gelida, que são formas imperfeitas de Leucosporidium scotii, Filobasidium 

capsuligenum, L. frigidum e L. gelidum, respectivamente (V AN der W AL T, 

1970; DA VENPORT, 1974). Existem, ainda, espécies que não apresentam 

estado perfeito conhecido, como é o caso da C. albicons, principal espécie de 

interesse médico, e da C. tropicalis (LODDER, 1970). De acordo com PORTO 

(1980) existiam, até esta data, 81 espécies de leveduras classificadas dentro do 

gênero Condida. 

A determinação de uma classificação sistemática de isolados de 

Condida, foi inicialmente desenvolvida a partir de conhecimentos prévios acerca 

da fisiologia e bioquimica dessas leveduras, e tem evoluído no sentido de 

permitir a caracterização individual para cada isolado ("fingerprinting") e de 

favorecer a compreensão das relações de afiuídades fenéticas, genéticas e 
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filogenéticas entre duas ou mais entidades. Inicialmente, a rotina laboratorial de 

identificação e caracterização de tais leveduras envolvia, e ainda hoje são 

empregadas, técnicas de avaliação da formação de estruturas celulares típicas, 

como clamidósporos, pseudohifas e hifas verdadeiras (SANDVEN, 1990). Desta 

forma, C. albicans pode ser diferenciada das demais espécies, pelo fato desta 

produzir clarnidósporos terminais globosos, de parede espessa e geralmente em 

grande número (LACAZ, 1980), com abundante pseudornicélio decorrente da 

não separação de blastósporos gemulantes, e em culturas velhas pode-se 

encontrar rnicélio verdadeiro. Esse último autor acrescenta ainda, que C. 

stellatoidea pode ser diferenciada de C. albicans, embora que com certa 

dificuldade, pelo fato da primeira apresentar escassa produção de 

clarnidósporos, que quando presentes, encontram-se dispostos em cadeias de 

dois a três esporos. SAMARANAYAKE & MacFARLANE (1990), 

acrescentam que algumas linhagens de C. tropicalis, eventualmente podem 

apresentar pequena formação de clarnidósporos terminais periformes. Outras 

espécies não produzem tal estrutura. 

Métodos auxanográficos, que avaliam o comportamento dos 

espécimes a serem identificados, quanto às suas capacidades de fermentação e 

assimilação de carbohidratos, foram primeiramente propostos por 

WICKERHAM & BURTON (1948) e também por WICKERHAM (1951). Os 

testes de assimilação foram posteriormente avaliados por FIOL (1975), que 

observou a baixa capacidade de especiação de leveduras esporogênicas, por 

determinados açúcares, propondo uma reformulação na maneira como esses 

testes deveriam ser conduzidos. Ainda em 1975, LAND et ai. demonstraram que 

a incorporação de corantes no meio de cultivo, aumentava significativamente a 

capacidade de especiação de leveduras de importância médica, e mais 

recentemente, SANDVEN (1990) validou tais métodos ressaltando sua 
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capacidade discriminatória, em nível de espécies. Desta forma, isolados que não 

produzem clamidósporos podem ser classificados nas demais espécies que 

compõem o gênero. Um outro método auxanográfico, baseado na capacidade 

que algumas espécies apresentam de hidrolisar amidas, foi proposto por MIRA

GUTIERREZ et a/. (1995), e permitiu a caracterização de sete gêneros e 

dezenove espécies de leveduras, isoladas a partir de material clinico e 

confirmada pelos métodos convencionais de identificação. 

Historicamente, durante as décadas de 50 e 60, a necessidade de se 

estabelecer os graus de variabilidade infraespecifica, em função da importância 

patológica e ecológica dessas leveduras, conduziu vários grupos de pesquisa a 

desenvolver métodos sorológicos e quimiotaxonômicos que pudessem 

discriminar as diferentes populações clonais de Candida. Na sorologia, as 

publicações de maior relevância exploravam o uso de técnicas de imunodifusão 

dupla, aglutinação, imunofluorescência e imunoeletroforese, empregando-se 

proteínas citoplasmáticas ou polissacarideos de parede. Nessa linha de 

ínvestigação, TSUCIITYA et a/. (1955) apresentaram uma série de trabalhos que 

demonstravam a possibilidade do emprego de antígenos termoestáveis e 

termolábeis, obtidos a partir da parede celular, com aplicação taxonômica. 

HASENCLEVER & MITCHEL (1961), publicaram um artigo onde 

reclassificavam a espécie C. stellatoidea dentro de sorotipos de C. albicans. Em 

1973, AXELSEN observou que a imunoeletroforese bidimensional podia 

caracterizar linhagens de C. albicans, a partir da variabilidade existente entre 78 

frações antigêuicas obtidas a partir do extrato celular dessa espécie. Outras 

variações da técnica de imunoeletroforese, tal como imunoeletroforese cruzada, 

têm sido empregadas como ferramentas taxonômicas para espécies de Candida 

(GABRIEL-BRUNEAU & GUINET, 1984). A sorologia continua auxiliando na 

classificação de linhagens de C. a/bicans, através do emprego de testes de 
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aglutinação, permitindo a separação de isolados em dois sorogrupos (A e B), 

colaborando para a melhor caracterização desses microrganismos (SILVEIRA et 

al., 1995). 

Métodos quimiotaxonômicos buscam estabelecer as relações de 

afinidade entre diferentes linhagens através da comparação das composições 

químicas de diversas estruturas celulares, como: polissacarídios, proteinas, 

ácidos nucleicos, enzimas, ácidos graxos, etc. A ressonância nuclear magnética 

(NMR) de polissacarídios da parede celular foi amplamente empregada com fins 

taxonômicos, para leveduras de diversos gêneros: Nadsonia, Hanseniaspora, 

Kloeckera e Sacharomycodes (SPENCER & GORIN, 1968), Hansenula e 

Pichia (SPENCER & GORIN, 1969a), Torulopsis, Debaryomyces e 

Metschnikowia (SPENCER & GORIN, 1969b, 1970a, 1970b) e Candida 

(SPENCER & GORIN, 1969c, 1971). Os principais polissacarídios analisados 

são as mananas, cujas cadeias laterais do esqueleto principal podem apresentar 

concentrações variáveis de oligossacarídios com ligações p 1-2, p 1-3 e p 1-6, 

de relativo valor sistemático (OLSEN, 1990). A técnica de ressonância nuclear 

magnética foi empregada por SHIBATA et al. (!996b) para diferenciar, através 

da estrutura das mananas com ligações p 1-2, C. famata de C. saitoana, e C. 

guilliermondii de outras espécies de Candida (SHIBATA et al., 1996a). 

Variações nas proporções de ligações a 1-6, a 1-2 e a 1-3, de rnananas, 

permitiram a KOGAN et al. (1988) estabelecer diferenças entre C. albicans 

soro tipos A e B e C. parapsilosis. 

O perfil constitucional de ácidos graxos de cadeia longa 

estabelecido através da cromatografia de interfase gás-liquida, permitiu a 

diferenciação de diversos gêneros de leveduras (KOBA Y ASHI et al., 1987) e 

também foi aplicado no estudo dos estados perfeitos e imperfeitos de 

ascomicetos do gênero Candida, por VILJOEN et al. (1987). No interior das 
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células, esses compostos podem estar na forma de triacilgliceróis ou ácidos 

graxos polares livres, tais como ácido oléico e ácido esteárico (MALKHAS'IAN 

et ai., 1982). BOTHA & KOCK (1993) observaram que a análise dos ácidos 

graxos de cadeia longa não deve ser um recurso de primeira escolha em 

processos de identificação presuntiva de leveduras, principalmente para 

basidiomicetos. Porém, continuam os autores, essa técnica permite discriminar 

diferentes linhagens dentro de uma espécie e diferentes espécies dentro de um 

gênero. 

Citocromos são heme-proteinas envolvidas nos processos de oxi

redução finais da cadeia respiratória, CUJOS espectros de absorção 

espectrofotométricos podem ser empregados em sistemática de Candida 

(MONTROCHER & CLAISSE, 1984; MONTROCHER & CLAISSE, 1987) e, 

em leveduras, podem variar de 510 a 605 mJ.L (EDDY, 1958). De especial 

importância taxonômica, o citocromo C já teve sua composição arninoacídica e 

seu gene seqüenciados por FREIRE-PICOS et ai. (1995), que avaliaram os graus 

de homologia e as possíveis relações filogenéticas existentes entre 

Kluyveromyces lactis, Schwanniomyces occidentalis, Saccharomyces cerevisiae 

e Candida krusei. 

De acordo com MENDONÇA-HAGLER & HAGLER (1991), a 

primeira propriedade química dos ácidos nucleicos empregada como critério 

taxonômico foi a composição de bases do DNA, geralmente expressa em 

percentual molar de guanina adicionado de citosina (mol%G+C), cujo valor é 

constante para cada microrganismo. Na dupla hélice do DNA, entre as bases 

arninadas homólogas guanina e citosina, existem três interações do tipo "pontes 

de hidrogênio" que são mais termoestáveis, que as duas "pontes de hidrogênio" 

existentes entre adenina e timina. Quanto maior a moi%G+C numa dupla fita de 

DNA, maior a temperatura necessária para promover a desnaturação térmica. 
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Segundo JOHNSON (1989), pode-se determinar a mol%G+C empregando-se 

um espectrofotômetro de ultravioleta (260nm) termocontrolável, que fornece 

uma sigmóide cujo ponto médio representa a temperatura média de desnaturação 

da dupla fita (Tm). Quanto maior o valor de Tm, maior a mol%G+C. 

Dentre as pesquisas iniciais envolvendo a determinação diferencial 

de leveduras com base nas diferentes proporções molares de nucleotídios, 

destacam-se as de DUPONT & HEDRICK (1971), que estabeleceram as 

primeiras proporções para o gênero Trichosporon, e as pesquisas de GHEHO 

(1979), que determinou os valores mol%G+C para diversas espécies do gênero 

Geotrichum, classificando-as nos filos Ascomycota e Basidiomycota, as de 

HOOG & GUEHO (1984), que avaliaram os valores mol%G+C das linhagens

tipo ("type-strains") de algumas espécies dos gêneros Moniliella, 

Trichosporonoides e Hyalodendron, estabelecendo padrões de variação desses 

valores, para as referidas espécies. Ainda em 1984, GUEHO et ai. empregaram a 

técnica na classíficação de 28 espécies de Trichosporon, o que permitiu a 

divisão destas espécies em dois grupos, onde o primeiro, que pareceu estar 

relacionado com o filo Ascomycota, incluía espécies com valores mol%G+C 

menores que 50% (34.7-48.8), e o segundo grupo, que parecia estar relacionado 

com basidiornicetos, incluía aquelas espécies cujos valores mol%G+C eram 

mamres que 50% (57-64). Experimento similar foi conduzido por 

PAPPAGIANIS et ai. (1985), que avaliou a aplicabilidade da técnica para 

Coccidioides. O mérito principal dos trabalhos acima citados, foi apresentar a 

possibilidade que a técnica tem de relacionar espécies de leveduras com os filos 

nos quais elas estão classificadas. NAKASE et al. (1993) empregaram tal 

técnica, como auxiliar, no estudo sistemático de leveduras balistospóricas. Os 

autores observaram a diversidade destas leveduras, pertencentes a dois gêneros 

(Ballistosporomyces e Kockovaella), que apresentaram variação de 39 a 68,5%, 
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para valores de mol%G+C no DNA cromossômico. HAMAJIMA et ai. (1988) 

empregaram os valores mol%G+C, determinados pelas técnicas de Tm e por 

HPLC (Hígh Performance Liquid Chromatography), para propor a exclusão da 

espécie, de linhagens de C. tropicalis que não absorviam um determinado fator 

sérico monoespecífico, comumente absorvível por células de C. tropicalis. Mais 

recentemente, GUEHO et al. (1996) avaliaram as composições mol%G+C das 

três espécies de Malassezia que compõem o gênero, e propuseram a inclusão de 

outras quatro, aumentando o número total de espécies para sete. 

Vários pesquisadores (SHECHTER, 1973; HALL, 1973; 

VANCANNEYT et al., 1991, HÕFLlNG et al., 1998) têm utilizado a análise 

eletroforética de proteínas celulares totais (SDS-PAGE), na taxonomia dos 

fungos. O tipo, número e a seqüência dos aruinoácidos, determina o tamanho da 

proteína, seu formato e suas cargas elétricas totais, determinando sua mobilidade 

eletroforética. Pequenas diferenças nas seqüências dos aminoácidos, podem 

provocar grandes diferenças na mobilidade das proteínas. SHECHTER et ai. 

(1966) desenvolveram um estudo comparativo sobre eletroforese de proteínas de 

dermatófitos de diferentes espécies (Microsporum gypseum, M. canis, 

Trichophyton mentagrophytes, T. tonsurans, T. rubrum e Epidermophyton 

jloccosum ), onde avaliaram os perfis eletroforéticos das proteínas extraídas das 

células miceliais, demonstrando que a técuica permitia a diferenciação dos 

isolados em gêneros, e a diferenciação das espécies de um mesmo gênero. 

Poucos anos mais tarde, HALL et al. (1969) desenvolveram estudos 

taxonômicos empregando a técuica de eletroforese em gel de poliacrilamida, 

para a identificação de proteínas de oomycetos do gênero Phytophthora, 

conseguindo encontrar variações entre as bandas obtidas a partir de diferentes 

espécies. 
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Variações da técnica original de eletroforese de proteinas totais, 

permitiram o estudo das variabilidades intra e inter-específicas de isolados de 

leveduras do gênero Candida. LEE et ai. (1986), propuseram um sistema de 

caracterização para isolados de C. albicans baseado na separação eletroforética 

das proteinas totais, seguida da transferência para urna membrana de 

nitrocelulose onde as proteinas foram reveladas através da combinação com 

conjugados de anticorpos policlonais-fosfatase alcalina, que fornecem 

complexos corados (técnica denominada "Western blot"). Os autores 

observaram a ocorrência de 16 sorotipos distintos dentre 190 isolados. Esses 

mesmos isolados foram submetidos à técnica de aglutinação desenvolvida por 

HASENCLEVER & MITCHELL (1961) e produziram apenas 2 grupos de 

sorotipos, demonstrando de tal forma, a maior capacidade do procedimento 

eletroforético, na diferenciação de isolados de urna mesma espécie. Outra 

variação da técnica foi desenvolvida por SHEN et ai. (1988), os qua1s 

introduziram a técnica de análise dos perfis de proteinas radiomarcadas com 

e5S] metionina, na identificação diferencial de sete espécies de Candida (C. 

albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondi, C. kejj;r, C. 

lipolytica e C. lusitaniae ), duas espécies de Torulopsis (T. glabrata e T. 

candida), uma espécie de Trichosporon (T.beigelii) e uma espécie de 

Saccharomyces (S. cerevisiae ), obtendo resultados bastante satisfatórios. 

Visando urna aplicação da eletroforese no entendimento da 

biodiversidade do meio intrabucal, MAIDEN & TANNER (1991), trabalhando 

com amostras de leveduras isoladas da cavidade oral, utilizaram-se da 

eletroforese em gel de poliacrilamida para suas identificações. Obtiveram 

padrões de bandas protéicas cujas massas moleculares variaram entre 29 e 116 

kDa (kilodaltons ), suficientes para a análise diferencial desses organismos. 

Esses autores ressaltaram a alta especificidade da técnica, somada à rápida 
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obtenção de um grande número de dados com significância classificatória. Em 

uma publicação de 1991, V ANCANNEYT et ai. propuseram a utilização da 

eletroforese de proteínas totais de diversos gêneros e espécies de leveduras de 

importância médica e índustrial, com a finalidade de promover a diferenciação e 

caracterização das mesmas. Os autores ressaltam a importância e necessidade da 

ínclusão de linhagens-tipo ("type-straíns") em experimentos dessa natureza, com 

a finalidade de caracterizar os grupos correspondentes e correlacionados, no 

momento da construção de fenogramas de similaridade, bem como 

estabeleceram critérios de reprodutibilidade para a avaliação conduzida em 

difereotes géis. 

Em 1992, esse mesmo grupo de pesquisadores (V ANCANNEYT et 

ai., 1992) publicou outro trabalho justificando a aplicação da eletroforese de 

proteínas íntracelulares totais, na identificação e classificação de leveduras. Os 

autores, após eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). submeteram 

os géis, com seus respectivos "lanes", à densitometria de varredura, com 

posterior obtenção de matrizes de correlação e confecção de fenogramas 

protéicos. Seus resultados confirmaram o êxito da metodologia, para a 

caracterização de leveduras dos gêneros Cystofilobasidium, Filobasidium, 

Filobasidiella, Kondoa, Leucosporidium e Rhodosporidium, com seus 

característicos "'fingerprints". De importância industrial, GUILLAMON et ai. 

(1993) empregaram a SDS-PAGE para estabelecer as relações de afinidade, em 

nível infraespecífico, para diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

isoladas de processos fermentativos da indústria vinícola espanhola e puderam 

observar a variabilidade decorrente da seleção artificial por interferência 

humana, comprovando, uma vez mais, a importância e versatilidade dessa 

metodologia. 



42 Revisão de Literatura 

Em um grande número de casos, é agora sabido, que 

eletroforegramas unidimensionais de proteínas celulares totais discriminam, 

tanto quanto, as informações derivadas de dados de hibridação DNA-DNA 

(KERSTERS & DE LEY, 1975; IZARD et al., 1981; CATO et al., 1982; 

OWEN & JACKMAN, 1982; FERRAGUT et a!., 1983 e KERSTERS, 1985). 

Linhagens bacterianas com 90-100% de seqüências homólogas de DNA, 

geralmente apresentam padrões protéicos quase idênticos, e línhagens com pelo 

menos 70% de homologia de bases de DNA, tendem a ter perfis protéicos 

similares. Essas observações são, de acordo com KERSTERS (1985), os 

maiores pilares nos qurus a aplicação da eletroforese de proteínas em 

Sistemática Microbiana está embasada. A comparação dos padrões 

eletroforéticos é uma técnica com resolução taxonômica satisfatória, que é 

aplicável ao nível de espécies, subespécies ou biotipos. 

Isoenzimas são, segundo DIXON & WEBB (I 979), múltiplas 

formas de uma enzima ocorrendo numa única espécie. Isso decorre da presença 

de vários Zoei, codificando diferentes versões de uma enzima, ou da existência 

de múltiplos alelos num único locus (HARRIS,1975), e nesse último caso, cada 

enzima recebe a denominação aJoenzima ou alozima (PRAKASH et al., 1969). 

Ao se estudar a expressão e atividade enzimática, pode-se avaliar parâmetros 

como homozigose, heterozigose, variação nas massas moleculares e cargas 

iônicas das isoenzimas, que conferem características polimórficas entre dois ou 

mais alelos e mesmo entre genes distantes, que codifiquem diferentes formas 

moleculares da mesma enzima. As isoenzimas podem ser detectadas através de 

e1etroforese em gel. Essa técnica tem sido empregada em estudos taxonômicos e 

epidemiológicos com fungos filamentosos (CLARE, 1963; STOUT & SHA W, 

1974; JONES & NOBLE, 1982; ARAÚJO et ai., 1997), myxomycetos 

(FRANKE & BERRY, 1972), e em ensaios com leveduras (BAPTIST & 
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KURTZMAN, 1976; OKUNISID et ai., 1979; YAMAZAKJ & KOMAGATA, 

1981). 

LEHMANN et ai. (1989a) trabalhando com algumas espécies do 

gênero Candida como C. aibicans, C. stellatoidea, C. tropicalis e C. 

paratropicalis, isoladas a partir de diversos focos infecciosos, pesquisaram o 

polimorfismo para 4 sistemas enzimáticos, e obtiveram resultados peculiares 

para cada espécie estudada. Nesse mesmo ano, LEHMANN et ai. (1989b) 

efetuaram a análise numérica desses isolados, baseada na interpretação dos 

"clusters" formados após a e1etroforese e detecção das múltiplas formas dessas e 

de outras enzimas, conseguindo agrupar os isolados em dois "clusters" maiores: 

a) C. aibicans- C. stellatoidea I e TI, e b) C. tropicalis - C. paratropicalis. 

CAUGANT & SANDVEN (1993), trabalhando com 98 isolados de C. aibicans, 

pesquisaram o polimorfismo para 9 sistemas enzimáticos e puderam observar o 

polimorfismo para essas enzimas dentro daquela população de leveduras. Outros 

pesquisadores também publicaram artigos acerca da classificação de espécies de 

Candida e de leveduras de outros gêneros, através da análise por eletroforese de 

enzimas multiiocus (SMITH et ai., 1990; LACHER & LEHMANN, 1991; 

LEHMANN et ai., 1991; MERZ et ai., 1992; LEHMANN et al., 1993; PUJOL 

et ai., 1993; DOEBBLING et ai., 1993; WHITE & AGABIAN, 1995; LE 

GUENNEC et al., 1995; BOERLIN et ai., 1995; ARNAVIELHE et ai., 1996; 

BOERLIN et al., 1996; REYNES et ai., 1996; PUJOL et ai., 1997a; PUJOL et 

ai., 1997b). 

A análise do padrão de restrição total do genoma., mais comumente 

designada por REA (Restriction Endonucleasis Analysis ), foi primeiramente 

empregada na caracterização de leveduras por NATH & BOLLON (1976) e para 

espécies de Candida, por SCHERER & STEVENS, em 1987. A técuica de REA 

é baseada na caracteristica que as endonucleases de restrição bacterianas têm de 
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clivar a dupla fita de DNA, quando estas reconhecem pequenas seqüências 

específicas de 4 a 8 pares de bases, denominadas palíndromos. O polimorfismo 

observado na técnica de REA ocorre porque o genoma de índivíduos 

geneticamente distíntos difere na seqüência de nucleotídios ao longo do DNA 

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995) e a presença ou ausência dos 

palíndromos, reconhecidos e clivados pelas enzimas de restrição, pode variar 

entre os diferentes índivíduos, gerando polimorfismo. Diferenças nas seqüências 

de DNA também podem resultar de inserções, deleções ou de outros rearranjos 

(translocações, inversões) que alteram as distâncias entre os sítios de restrição. 

Os fragmentos obtidos a partir da digestão do DNA cromossômico são 

separados por eletroforese em suporte de agarose ou poliacrilamida 

(BARBIERO et ai., 1994), gerando "fmgerprínts" genômicos, uma vez que o 

número e a localização dos sítios de clivagem são específicos para cada genoma 

(GIOV ANNETTI & VENTURA, 1995). 

Tal recurso tem sido empregado na taxonomia de Candida e de 

outras leveduras, tanto na análise do DNA genômico total (LEE et ai., 1991; 

MAFFEI et ai., 1994; ZERVOS & VAZQUEZ, 1996; NOSKIN et al., 1996), 

como em trechos específicos do DNA. PFALLER et al. (1990) promoveram a 

digestão total do genoma de C. albicans pela Eco Rl e após a separação 

eletroforética dos fragmentos, observaram que isolados obtidos de diferentes 

sítios anatômicos de um mesmo paciente seguiam um padrão clonal de 

colonização. SANCHEZ et al. (1993) avaliaram a aquisição nosocomial de C. 

parapsilosis em pacientes submetidos a transplantes de medula óssea, através 

dessa técnica. No ano seguínte, duas publicações (ROMANO et al., 1994; 

CARLOTTI et al., 1994a) também relatatam que a REA era capaz de auxiliar na 

compreensão dos mecanismos de ínfecção cruzada de C. albicans, em ambientes 

hospitalares, demonstrando a relevância da técnica. 
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Em 1989, SU & MEYER propuseram o emprego da técnica de 

REA para analisar o polimorfismo do DNA mitocondrial (mtDNA) de linhagens 

de C. parapsilosis, C. kefir e C. albicans, e estabelecer parâmetros de 

diferenciação para essas espécies. CARRUBA et ai. (1991) ressaltam que para 

C. parapsilosis, fragmentos de DNA mitocondrial fornecem maiores 

informações que fragmentos de DNA genômico total. GIMENEZ-JURADO et 

ai. (1995) também empregaram o polimorfismo do mtDNA para analisar a 

diversidade genética existente dentro do gênero Metschnikowia. MORACE et ai. 

(1997) realizaram a digestão de "amplicons" do gene da citocromo P-450 

(LIA!) lanosterol-1,4 a-demetilase, que encerra uma região altamente 

conservada do DNA nas diferentes espécies de Candida, e submeteram os 

fragmentos obtidos à eletroforese, obtendo perfis característicos para cada 

espécie. 

illtimamente, também "amplicons" de seqüências conservadas de 

DNA, que codificam subunidades ribossômicas 18S, têm sido digeridos por 

endonucleases de restrição (ssu 18S rRNA PCR-REA) e as migrações 

eletroforéticas dos fragmentos, empregada na avaliação do polimorfismo inter e 

intraespecífico. VILGAL YS & HESTER (1990) foram os primeiros 

pesquisadores que empregaram tal técnica para a caracterização de Candida, 

Cryptococcus e Trichosporon. Esses autores ressaltaram a relativa simplicidade 

do método, que não envolve procedimentos de transferência ("Southem blot''), 

tampouco de hibridação. HOPFER et a/. (1993) e MAIW ALD et ai. (1994) 

empregaram essa técnica para digerir os "amplicons" de alguns cryptococci, 

Candida e Trischoporon. Em 1995, BALE!RAS-COUTO et ai. submeteram S. 

cerevisiae, C. valida e C. lipolytica à analise baseada em marcadores RAPD e 

relataram que essa técnica fornecia resultados menos estáveis que o 

polimorfismo de restrição do gene da ssu !8S rRNA, para aquelas espécies 
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ensaiadas. Outras subunidades ribossômicas e regiões conservadas também 

foram analisadas quanto ao polimorfismo derivados de amplificação e clivagem 

enzimática. WILLIAMS et al. (1995) avaliaram a variabilidade existente em 

"amplicons" de regiões de espaçamento intergênico do rDNA de diversas 

espécies de Candida e relataram que C. guilliermondii, C. giabrata e C. 

pseudotropicalis não puderam ser caracterizadas individualmente, ao passo que 

C. aibicans, C. tropicaiis, C. stellatoidea, C. parapsiiosis e C. krusei forneceram 

perfis distintos para cada espécie. NHO et ai. (1997) publicaram um artigo, no 

qual descrevem a adaptação da técnica para o gene que codifica a subunidade 

5.8S do rRNA de C. krusei, C. inconspicua e C. norvegensis, e sua 

aplicabilidade visto que esses autores obtiveram bandas espécie-específicas. 

Outra técnica, denominada RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism), também é derivada da clivagem do genoma das leveduras, e 

envolve a transferência dos fragmentos de DNA para membranas inertes de 

nitrocelulose ou nylon, com posterior desnaturação da dupla fita, e hibridação 

com sondas específicas de DNA radiomarcadas ou quimioluminescentes, que 

sensibilizam películas radiográficas (STEIN et ai., 1991; MARAIS et al., 1998). 

Duas publicações relatam a eficiência de uma sonda específica 

(CkF1 ,2) para a caracterização de C. krusei, que permitiu a diferenciação dessa 

dentre outras espécies (CARLOTTI et ai., 1996) bem como a caracterização das 

diferentes Iinbagens de C. krusei (CARLOTTI et ai., 1994b). ROY & MEYER 

(1998) empregaram a análise baseada no RFLP, para caracterizar 3 grupos de C. 

parapsilosis isolados de material clínico, e puderam quantificar a divergência 

genética existente entre esses grupos. FAIX et al. (1995) caracterizaram 

linhagens de C. aibicans isoladas de casos de candidemia neonatal empregando 

as enzimas Eco RI e Xba I, com posterior hibridação com a sonda 27 A, 

obtendo perfis que permitiram comparar os graus de semelhança entre essas 
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linhagens. MATHABA et ai. (1995) também empregaram a sonda 27 A, que 

apresenta moderada freqüência de seqüências repetitivas, para caracterizar 57 

linhagens de C. aibicans isoladas da cavidade oral de 18 pacientes, e observaram 

que na maioria dos casos somente um clone da levedura predominava. Ainda a 

respeito do emprego de marcadores RFLP na caracterização de linhagens orais 

de C. aibicans, BOERLIN et ai. (1996) empregaram as endonucleases Eco RI e 

Hinf I para digerir o genoma e a sonda Ca3 para observar o polimorfismo no 

padrão de restrição de 189 linhagens dessa levedura. Também, esses autores, 

concluíram que somente um clone de C. aibicans estava envolvido em episódios 

recorrentes de candidose orofaringea. CARMOUGRAND et ai. (1988) 

analisaram o polimorfismo existente nos padrões de restrição do mtDNA de C. 

parapsiiosis, detectável pela hibridação com os seguimentos das subunidades 6 

e 8 da ATPase, que permitiu a diferenciação de diversos isolados. A construção 

de oligonucleotídios artificiais com seqüências repetitivas radiomarcadas poly 

d(GT), poly d(CA) e poly (GT), à serem empregados como sondas, foi proposta 

por WILKINSON et ai., em 1992, que observaram o poder discriminatório 

desses oligonucleotídios para diferentes linhagens de C. albicans. Em 1993, 

NIESTERS et a/. propuseram que a amplificação dos dominios V 4 nos genes de 

ssu rRNA, com subseqüente clivagem enzimática e hibridação com sondas 

espécie-específicas, poderia ser usado na determinação diferencial de diversas 

espécies de Candida de interesse médico. 

A PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) é uma técnica que tem 

provido importante informação taxonômica. PFGE é baseada no conceito de que 

o tamaoho limite dos fragmentos de DNA separáveis pela eletroforese 

convencional em agarose (cerca de 50 kbp) pode ser aumentado pela introdução 

de pulsos, ou alterações ua direção do campo elétrico (KAUFMANN, & PITT, 

1994). PIZZIRANI-KLEINER & AZEVEDO (1989) reportam que moléculas de 



48 Revisão de Literatura 

DNA supenores que 50-60 kbp têm mobilidades eletroforéticas que são 

independentes de suas respectivas massas moleculares, isto é, todas elas migram 

juntas no gel. Foram SCHWARTZ & CANTOR (1994), trabalhando com 

Saccharomyces cerevisiae, quem resolveu o problema da separação 

eletroforética de grandes segmentos de DNA. Esses pesquisadores observaram 

que alternando a direção do campo elétrico, essas moléculas passam a migrar 

diferencialmente. Aplicando um campo elétrico variável, as moléculas de DNA 

movem-se diagonalmente, em "zigzag", sendo possível o isolamento devido às 

suas diferentes massas moleculares. 

Essa técnica pennitiu estabelecer os cariótipos eletroforéticos (EK) 

de C. albicans (l.ISCHEWSKI et al., 1995), C. stellatoidea e C. claussenii 

(MAHROUS et al., 1994), C. krusei e C. inconspicua (ESSAYAG et al., 1996), 

C. boidinii (LIN et al., 1996), C. parapsilosis (CASSONE et al., 1995; 

PFALLERetal., 1995), C. tropicalis (SUZUKI etal., 1991), C. rugosa (Dffi et 

al., 1996), C. glabrata (V AZQUEZ et al., 1993), C. lusitaniae (MERZ et al., 

1992), várias espécies de Saccharomyces e Zygosaccharomyces (TOROK et ai., 

1993), Kiuyveromyces (SOR & FUKUHARA, 1989), Hortaea, Filobasidiella e 

Mallassezía (BOEKHOUT et ai., 1993), e foi empregada por ZERVOS & 

V AZQUEZ (1996) e por V AZQUEZ et al. (1996), para avaliar as possíveis 

origens da flora fúngica envolvida em infecções. 

A PFGE pode ser empregada na caracterização da estrutura de 

cromossomos, plasmideos, ou DNA mitocondrial (mtDNA). Em uma publicação 

de 1993, FUKUHARA et ai. avaliaram a conformação linear do mtDNA de 

Pichia pijperi, P. jadinii e Williopsis mrakii, que quando comparada com o 

mtDNA circular de espécies afins, demonstrou alta homologia gênica, sugerindo 

que essas duas formas de mtDNA não têm origens distantes, portanto, de pouca 

valia taxonômica. A PFGE também é uma técnica útil na separação de grandes 
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fragmentos de cromossomos fúngicos recém-digeridos por endonucleases de 

restrição para sítios raros de clivagem (KAUFMANN & PITT, 1994). O uso 

dessa técnica permite a confecção de mapas fisicos para vários gêneros de 

leveduras, uma vez que essas endonucleases fornecem grandes fragmentos 

(KRA WIEC & RlLEY, 1990). Esses mapas fisicos podem fornecer importantes 

informações a respeito da extensão do genoma (SMITH & CONDEMINE, 

1990). Perfis de macrorestrição de DNA, obtidos a partir desse procedimento, 

permitiram à CORMICAN et ai. (1996) determinar que ocorria uma 

predominância uniclonal para C. giabrata, em diversos sítios anatômicos de um 

mesmo indivíduo. Em 1994, BRANCHINI et ai. empregaram essa técnica para 

demonstrar a variabilidade genotípica de C. parapsiiosis isolada de catéteres e 

da circulação sangüínea periférica. PONTIERI et ai. (1996) observam as 

relações existentes entre línbagens de C. parapsiiosis isoladas de sangue, de 

vagina e do solo. Após a comparação dos resultados obtidos, com os de outros 

procedimentos analiticos, os autores conclniram que essa técnica permite a 

obtenção de "fingerprínts" genômicos de C. parapsi/osis. W AGGONER

FOUNT AlN et ai. (1996) utilizaram o polimorfismo dos fragmentos de 

macrorestrição separados por PFGE, para avaliar a transmissão vertical e 

horizontal de Candida em neonatos prematuros, que eram mantidos em 

ambiente ambulatorial. 

A PCR (Polymerase Chaín Reaction) é uma poderosa técnica, que 

envolve a síntese in vitro de milhões de cópias de um segmento específico de 

DNA na presença de Taq DNA polimerase. A técnica de PCR é baseada na 

amplificação enzimática e anelamento de "primers" (iniciadores, a partir da 

terminação 5') que delimitam as seqüências do DNA de dupla fita, que se deseja 

amplificar (SAIKI et ai., 1988), empregando as seqüências das fitas de DNA do 

m!Crorgamsmo como ''template". Esses ')Jrimers" são sintetizados 
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artificialmente, de modo que as seqüências de nucleotídios seJam 

complementares àquelas que flanqueiam a região que será amplificada. Essas 

amplificações são conduzidas em aparelhos apropriados, denominados 

termocicladores, que controlam a temperatura de cada fase do ciclo de 

amplificação. Os produtos de amplificação ("amplicons") podem ser separados 

por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida. 

Estudos filogenéticos envolvendo a amplificação por PCR e 

seqüenciamento de pequenas subunidades ribossômicas de RNA (srRNA) foram 

conduzidos por HENDRIKS et ai. (1991), os quais avaliaram os graus de 

polimorfismo dessas regiões, para diversas espécies de Candida, 

Kiuyveromyces, Toruiaspora e para Saccharomyces cerevisiae, estabelecendo 

distãncias evolutivas para tais espécies. Ainda com interesse evolutivo, o gene 

do citocromo P450-L1Al, foi analisado por BURGENER-KAIR.UZ et al. 

(1994), que compararam as seqüências do produto de amplificação desse gene, 

para diferentes espécies de Candida, Cryptococcus, Trischoporon e Torulopsis, 

estabelecendo graus de afinidade filogenética, derivados do polimorfismo 

gerado durante processos evolutivos. A análise do seqüenciamento direto de 

"amplicons" de seqüências do gene do 18S RNA (ssu rRNA) de Lodderomyces 

elongisporus permitiram à JAMES et ai. (1994) avaliar as inter-relações 

existentes entre essa e outras espécies de ascomycetes e organismos 

"ascomycete-like". Os resultados obtidos por esses autores indicam que L. 

elongisporus deve ser o estado teleomórfico de C. parapsilosis. 

CARLOTTI et ai. (1997a) descreveram o emprego da técnica na 

caracterização de C. krusei, com a fmalidade de realizar a identificação de 

isolados dessa espécie. Os autores desenvolveram dois "primers" que 

amplificam seqüências tandemicamente repetitivas e polimórficas (CKRS-1) de 

regiões intergênicas não-transcricionais de genes de rRNA de C. krusei. Esse 
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grupo de pesquisadores (CARLOTTI et al., 1997b) comparou, ainda, os 

resultados obtidos, com outros resultados derivados de hibridização com a sonda 

CkF 1,2, e concluiram que o polimorfismo observável na amplificação do 

CKRS-1 permite a determinação de "fingerprints" de diferentes isolados de C. 

krusei. NISHIKA WA et al. (1997) desenvolveram "primers" para seqüências 

espécie-específicas de subunidades ribossômicas, que permitem a diferenciação 

de isolados do complexo Debaryomyces hansenii/Candida famata de outros 

isolados de C. guilliermondii. 

Em 1995, WALSH et al. propuseram que uma variação da técnica 

original de PCR, a análise do polimorfismo conformacional de fita simples 

(SSCP-PCR), poderia ser útil na identificação e caracterização de fungos e 

leveduras patógeno-oportunistas. Contudo, esses autores não conseguiram 

discriminar isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, como 

entidades diferenciadas, quando empregado o amplicon de pequenos fragmentos 

do gene do 18S rRNA. 

Muitos outros grupos de pesquisadores publicaram artigos onde 

empregaram a técnica de PCR como auxiliar na identificação e/ou 

caracterização de isolados de Candida, como MANAVATHU et a/.(1996) com 

C. krusei, HAYNES & WESTERNEG (1996) com C. albicans, C. glabrata, C. 

parapsilosis e C. krusei, MIYAKAWA et al. (1992) com C. albicans e 

NIESTERS et al. (1993) com C. albicans, C. glabrata, C. tropicalts e C. krusei, 

e outras leveduras relacionadas com esse gênero, como Saccharomyces 

(LIECKFELDT et al., 1993; LOPES et al., 1998) ou Metschnikowia 

(MENDONÇA-HAGLERetal., 1993). 

Dentre as diferentes aplicações da PCR, a técnica de AP-PCR 

(Arbitrary Primed PCR), que determina os marcadores RAPD (Raodom 

Amplified Polymorfism ofDNA), é o método que mais tem sido empregado, em 
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estudos sistemáticos ou epidemiológicos. Nessa técnica, somente um único 

"primer" é empregado, de forma arbitrária, enquanto que na técnica de PCR 

clássica, dois "primers" que codificam uma seqüência alvo conhecida, são 

empregados (WELSH & McCLELLAND, 1990). O aparecimento de bandas 

eletroforéticas permite a observação da natureza molecular do polimorfismo dos 

Zoei RAPD. WILLIAMS et ai. (1990) relatam que evidências experimentais, têm 

mostrado que diferenças de apenas um par de bases (mutações pontuais) são 

suficientes para causar a não-complementariedade do "primer" com a fita 

"template", o que impede a amplificação do segmento. Outras fontes de 

polimorfismo podem incluir deleções ou inserções nos sítios de ligação do 

"primer'', que aumentam as distâncias a serem percorridas pela Taq polimerase. 

Desta forma, o polimorfismo genético detectado através dos marcadores RAPD 

tem uma natureza binária, podendo, o segmento amplificado estar presente ou 

ausente. Em 1997, SAN MILAN et ai. demonstraram que diversos isolados 

clínicos presuntivarnente identificados como C. guilliermondii, na realidade 

apresentavam grande semelhança com C. fermentati, para marcadores RAPD. 

Esses autores apontam para o futo de que a técnica de AP-PCR permite 

discriminações mais precisas, na caracterização dessas leveduras ao nível de 

espécie. 

O poder de caracterização de linhagens de uma mesma espécie de 

Candida através de marcadores RAPD, foi demonstrado por HOLMBERG & 

FEROZE (1996), que obtiveram diferentes perfis de bandeamento eletroforético, 

para "amplicons" de diversas linhagens de C. albicans. Contudo, em outro 

estudo de caracterização para dezenove isolados orais de C. albicans, HOWELL 

et ai. (1996) obtiveram que a técnica de AP-PCR forneceu três distintos tipos 

para marcadores RAPD, contra outros cinco tipos obtidos pela técníca de REA, 

com as enzimas Eco Rl e Hinf 1. A heterogeneidade genômica de C. 
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parapsilosis, comumente acessada através da eletrocariotipagem por PFGE 

(CARUBA et a!., 1991), também é possível de ser realizada por AP-PCR, com 

resultados muito semelhantes, conforme indicado por LOTT et ai. (1993). 

Diversas espécies de Kiuyveromyces, muitas delas classificadas como estados 

teleomórficos de diversas espécies de Candida, foram diferenciadas com base 

em marcadores RAPD, por MOLNAR et a!. (1996), que comprovaram a 

capacidade discriminatória da técuica de AP-PCR, na diferenciação de espécies. 

Leveduras de outros gêneros, como a Phaffia (V ARGA et ai., 1995), também 

têm sido analisadas através desse recurso analítico. 

Diversos trabalhos de revisão sobre o emprego de ferramentas 

moleculares como auxiliares analíticos em levantamentos sistemáticos, 

taxonônticos, evolutivos e epidentiológicos envolvendo microrganismos - e em 

especial, leveduras - têm sido publicados e parte deles foram aqui descritos. 

Apesar da alta especificidade dessas técuicas, na caracterização inter e intra

específica, a experiência acumulada aponta para a necessidade de se empregar 

mais de uma técuica na caracterização de gêneros, espécies ou de linhagens 

(HALL, 1969; JONES, 1975; PRICE et ai., 1978; MURRAY et ai., 1988; 

MAGEE et a!., 1988; OLSEN, 1990; HUNTER, 1991; PFALLER, 1992; 

KURTZMAN, 1994; McCULLOUGH et ai., 1996; BASTIDE et ai., 1996, 

HOFLING et a!., 1997). Em 1995, BART-DELABESSE et ai. realizaram um 

levantamento epidemiológico em clínica de queimados, onde empregaram as 

técuicas de AP-PCR, RFLP e eletrocariotipagem por PFGE para compreender o 

mecauismo de infecção cruzada em pacientes com candidentia, e também 

concluíram que a combinação de pelo menos dois diferentes métodos deve ser 

empregada na caracterização de linhagens de Candida, confirmando tais 

afirmações. 
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Candida associada à cavidade oral e fatores exógenos 

O estudo de STENDERUP (1990) confirma a importância da 

espécie Candida albicans como o agente etiológico de grande parte das 

infecções fúngicas ocorridas na cavidade oral, ressaltando sua associação com 

outras espécies microbianas. Essa associação pode ocorrer por meio da 

aderência com espécies bacterianas ou através de carbohidratos, por exemplo, 

quando o indivíduo apresenta uma dieta rica em açúcares. ALLEN (1992) 

salienta que a Candida albicans é um fungo de maior ocorrência na cavidade 

oral, sendo que acima de 50% ou mais da população adulta normal e saudável, 

apresentam essa espécie como componente da microbiota oral normal. 

EPSTEIN et al. (1990) relatam que pacientes sadios devem apresentar baixo 

percentual de leveduras orais. Contudo, STENDERUP (1990) menciona que a 

ocorrência de Candida albicans na cavidade bucal representa 60% a 70% dos 

isolados, seguido de C. glabrata e C. tropicalis e outras espécies de Candida, e 

uma ocorrência mais rara e transitória dos gênero Rhodotoru/a e 

Saccharomyces. 

Segundo KOGA et al. (1993 e 1995) a Síudrome do Respirador 

Bucal interfere com a presença do gênero Candida e outras espécies que 

colonizam a cavidade bucal, favorecendo um aumento na prevalência de C. 

albicans intra oral. 

Os mecanismos pelos quais C. albicans causa doença em pacientes 

debilitados são pouco conhecidos. Vários fatores que contribuem à 

patogenicidade dessas espécies de leveduras foram sugeridos, tais como, a 

habilidade de formarem hifas, a capacidade de aderência a mucosa, a presença 

de substâncias semelhantes a endotoxinas e secreção de enzimas hidrolíticas, e 

outros (ODDS, 1979; e SHIMIZU, 1988). 
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O aumento na prevalência de Candidose superficial e invasiva 

atribuído ao uso indiscriminado de antibiótico e agentes imunossupressivos foi 

observado. A espécie C. albicans pode proliferar no trato alimentar de pacientes 

sob antibioticoterapia, e a presença de endotoxinas dessa levedura assume 

importância como fator patogênico. Com o crescimento de tal microrganismo a 

endotoxina, produzida durante seu ciclo de vida, pode produzir irritação local 

causando lesões em superficies teciduais (SEELIG, 1966). Essas espécies, bem 

como outras do gênero, causam algumas doenças humanas por meio de invasão 

tecidual, indução ao estado de hipersensibilidade e produção de toxinas. A 

capacidade de aderir em superficies, também permite colonizar e infectar 

mucosas do hospedeiro (BUDTZ-JÕRGENSEN, 1990b). 

SHIMIZU (1990) e RUCHEL et ai. (1982) relatam que os fatores 

de virulência de C. albicans estão relacionados com a produção de 

hialuronidase, condroitin sulfatase, proteinase e fosfolipase Esses fatores podem 

ocorrer de maneira conjunta ou separada determinando a intensidade da 

virulência. SHIMIZU (1990) continua, relatando não ter observado diferenças 

na produção de enzimas entre amostras isoladas tanto de pacientes clinicamente 

sadios quanto de pacientes com suspeita de candidose, bem como diferenças 

referente a patogenicidade entre as amostras. 

CLARIFKER (1960) salienta que as leveduras presentes nos 

alimentos, água, ar e superficies corporais ou inanimadas, contaminam a 

cavidade oral uma vez estabelecido o contato. A ocorrência de tais 

microrganismos também foi constatada em processos cariogênicos ou em canais 

radiculares de humanos (PASSOS, 1961; e BERTOLINl, 1964), em usuários de 

próteses dentarias (DA VENPORT ,1970), nas candidoses e nas estomatites 

causadas por prótese total, havendo predominância de C. albicans sorotipo A 

(MARTIM et ai., 1982), no periodonto, e na saliva de pacientes com 
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periodontite crônica, apresentando considerável quantidade de isolados quando 

comparado com o periodonto saudável (JORGE, 1995). 

FOSDICK & HANSEN (1937) foram uns dos primeiros a sugerir a 

possível correlação entre leveduras e produção de ácidos na cavidade oral. Tal 

fato foi verificado com incubação "in vitro" contendo esmalte dental e saliva. 

Esses autores observaram que saliva contendo Lactobacillus acidophillus não 

resulta em dissolução do esmalte, enquanto que a adição de leveduras orais a 

esse composto resulta na produção de ácido suficiente para dissolver o esmalte. 

Desta forma, concluiram que de todos os microrganismos bucais testados, 

leveduras e L. acidophillus foram os mais ativos na redução do ácido pirúvico 

para ácido lático. A correlação positiva de lactobacilos e leveduras intra-orais, 

com o aumento de lesões cariosas, também foi analisada por PIENIHÃKKJNEN 

(1987b). 

A associação entre quantidade de fungos e atividade cariogênica foi 

amplamente estudada por GLASS (1985), RUSSEL (1987), PIENIHAKKINEN 

(1987a) e RUSSEL et al. (1991), Esses autores demonstraram a presença de 

espécies de Candida em cáries dentais e estruturas ao redor, tais como, gengiva, 

placa e canal radicular. Com intuito de avaliar a correlação de leveduras com o 

risco de cárie, os mesmos constataram elevada freqüência de Candida em lesões 

de cárie sugerindo que tais lesões atuem como reservatórios para essas 

leveduras. Em conseqüência, outras estruturas orais podem ser colonizadas por 

espécies de Candida provenientes das lesões. 

Durante o período neonatal, a condições que predispõem a 

instalação de leveduras estão, provavelmente, na imaturidade do sistema imune 

e circunstãncias da microbiota oral (OKSALA, 1990). Tal fato foi relatado por 

RUSSEL & LAY (1973) e LAY & RUSSEL (1977). Estes salientam que 5% a 7 

% das crianças apresentam Candida albicans durante as primeiras horas após o 
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nascimento, e decorrido uma semana estes valores atingem 14%. 

BERDICEVSKY et ai. (1984) menciona a presença de Candida ocorrendo em 

49% de crianças entre 3 e quase 6 anos e em 65% de crianças entre 6 e 12 anos. 

As causas para a presença de C. albicans em portadores sadios são 

ainda pouco conhecidas. Vários fatores parecem contribuir para o surgimento 

intraoral desses microrganismos, tais como, qualidade da dieta, da higiene oral, 

alterações nos fluxos salivares, desordens sistêmicas ou locais (STENDERUP, 

1990). 

Elevadas taxas de leveduras foram encontradas em indivíduos 

apresentando deficiências nutricionais, o que pode influenciar a microbiota oral 

(BASU et al., 1961). SAMARANAYAKE (1986) relata uma variedade de 

fatores relacionados com a patogênese das infecções orais por Candida, 

incluindo deficiências nutricionais, tais como a carência de ferro, ácido fólico, 

vitaminas A, B, C, K, zinco, ou ainda, uma dieta rica em carboidratos. 

Conforme os achados de JENKINS et al. (1977), a deficiência nutricional por 

ferro ou ácido fólico pode facilitar a invasão epitelial por pseudohifas de C. 

albicans. FREITAS & BIRMAN (1989) salientam que em bocas clinicamente 

normais, a percentagem de portadores de Candida é cerca de 33% a 40%. 

Resultados semelhantes foram observados ocorrendo na saliva de indivíduos 

sadios (LILIENTHAL, 1950). 

JORGE et al. (1987) relataram que o uso de aparelhos ortodõnticos 

por pacientes proporciona um aumento de C. albicans na cavidade oral e o baixo 

grau de higienização contribui diretamente com a presença dessa levedura, 

enquanto que em pacientes com higienização mais eficiente apresenta menor 

freqüência de C. albicans na cavidade oral. 

Em indivíduos com hábitos de fumar foi observado um aumento no 

número de portadores de C. albicans (ARENDORF, 1979). Estudos com adultos 
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portadores de leveduras orais, incluindo C. albicans, revelaram um aumento 

dessas leveduras com o decorrer da idade e com prevalência em fumantes 

(ARENDORF et al., 1986). BASTIAAN & READE (1982) correlacionaram a 

prevalência de C. albicans na cavidade oral com sexo, idade, queratinização e 

hábito de fumar, demonstrando que a prevalência é maior em mulberes mais 

idosas. OLIVER & SHILLITOE (1984) e ARENDORF et al. (1983) estudaram 

o efeito do tabaco na prevalência de leveduras na cavidade ora~ ao passo que 

DARLING et al. (1990) analisaram os efeitos do uso da maconha sobre a 

microbiota oral. Em ambas avaliações, esses pesquisadores constataram um 

aumento na incidência de Candida nesses indivíduos, ocorrendo principalmente 

a espécie C. albicans. 

A condição socioeconômica associada aos hábitos de higiene, a 

alimentação e aos aspectos culturais, tem modificado sensivelmente a 

prevalência dos microrganismos orais, despertando a atenção dos pesquisadores 

em relação a esses futores (SPOLIDORlO, 1997). Certas ocupações em 

conjunto com a condição social podem afetar os hábitos bucais e dietéticos, bem 

como as doenças sistêmicas podem alterar o fluxo salivar. MOREIRA (1997), 

estudando Candida na cavidade bucal de escolares entre 6 e 9 anos, 

provenientes de diferentes classes socioeconômicas e escolas, salienta que 4 7% 

da totalidade de estudantes apresentam essa levedura, com predominãncia de C. 

albicans, sugerindo nenhuma prevalência de tal isolado por sexo e classe 

socioeconômica. ARENDORF et al. (1979) salientam que as diferenças 

socioeconômicas podem causar alterações significativas na microbiota oral. 

Cabe mencionar que a escassez de pesquisas envolvendo o isolamento de 

leveduras orats em diversos níveis socioeconômicos limita maiores 

especulações. Contudo, essa escassez de dados que envolvem a natureza destas 

especulações, despertou nosso interesse e foi objetivo de nossa atual pesquisa. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

1. Procedência das amostras 

Na presente pesquisa, foram utilizadas setenta e cinco amostras de 

Candida albicans isoladas da cavidade oral de escolares do muuicípio de 

Piracicaba, estado de São Paulo, região sudeste do Brasil. 

O estudo envolveu amostras previamente isoladas de estudantes de 

escolas públicas e particulares (Tabela 1 ), com idades variando entre 6 e 9 anos, 

de ambos os sexos, sem distinção de raça, proveuientes de cinco categorias 

socioeconômicas, determinadas de acordo com os critérios adotados pela 

Associação Brasileira de Anunciantes e pelo Instituto de Pesquisa de 

Mercado -ABA/ ABIPEME - (APÊNDICE 1 ), os quais não utilizavam aparelhos 

ortodônticos, ou ainda, não estavam sob tratamento com antibióticos sistêmicos 

ou outros medicamentos (MOREIRA, 1997). 

Tabela 1. Relação das origens das amostras de Candida albicans 

Número Escola 

de Escolares Nome Código Setor 

6 Colégio Alphaville AV Privado 

9 E.E.P.G. "Prof Carlos Sodero" cs Póblico 

10 E.E.P.G. ''Pror. Francisca Elisa" FE Póblico 

16 E.E.P. G. "Pro f Fraocisco Mariano da Costa" FMC Póblico 

10 E.E.P.S.G ... Prof. Honorato Faustino" HF Póblico 

11 Liceu Colégio .. Albert Eistein" LAE Privado 

6 E.E.P.S.G. "Prof Elias de Melo Ayres" MA Póblico 

7 E.E.P.G. "Prof Manasses Ephraim Pereira" MEP Póblico 
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Essas amostras (Tabela 2), inicialmente coletadas, processadas e 

identificadas em pesquisas anteriores, encontram-se disponíveis na Micoteca do 

Laboratório de Microbiologia e Imunologia, do Departamento de Diagnóstico 

Oral, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de 

Campinas. 

Tabela 2. Relação das amostras de Candida albicans, isoladas da cavidade oral de 
escolares de cinco classes socioeconômicas, utilizadas nos experimentos 

Código da amostra - Classe socioeconômica - Código da escola 

Al-A-AV 
A20-A-AV 
A21-A-FE 
A7-A-FE 
AIS-A-FE 
A09-A-FE 
A4-A-FE 
Al6 -A-HF 
A23-A-LAE 
A28-A-LAE 
A33 -A-LAE 
A40-A-LAE 
A48-A-LAE 
ASO-A-LAE 
A64-A-LAE 

A52-A-LAE 
A55-A-LAE 
A61-A-LAE 
Al7-A-MA 
B4-B-AV 
B32-B-AV 
BS-B-AV 
Bl6-B-FE 
Bl3-B-FE 
Bll-B-FE 
BIS-B-FE 
Bl8-B-FMC 
B33-B-HF 
B21-B-HF 
B38-B-LAE 

2. Manutenção das amostras 

B24-B-MA 
B23-B-MA 
B46-B-MA 
B54-B-MA 
B56-B-MA 
B31-B-MEP 
C4-C-AV 
C5-C-FE 
C9-C-FMC 
C47-C-FMC 
C20-C-HF 
Ci2-C-HF 
C16-C-HF 
C48-C-HF 
Cl7-C-HF 

C23-C-HF 
C44-C-HF 
C32-C-MEP 
C33-C-MEP 
C36-C-MEP 
C40-C-MEP 
D21-D-CS 
D23-D-CS 
D25-D-FMC 
D28-D-FMC 
D32-D-FMC 
D14-D-FMC 
D6-D-FMC 
D36-D-FMC 
Dl3-D-FMC 

D5-D-FMC 
D19-D-MEP 
D20-D-MEP 
EIO-E-CS 
E25-E-CS 
E30-E-CS 
E32-E-CS 
E39-E-CS 
E7 -E-CS 
E8-E-CS 
E43-E-FMC 
E48-E-FMC 
E52-E-FMC 
El7-E-FMC 
E57-E-FMC 

As amostras foram mantidas durante toda a realização do estudo em 

duas coleções: 

A. As amostras foram inoculadas em meio completo para leveduras 

(MCL) (APÊNDICE 2.1), de acordo com o estabelecido por NEDER (1992), 

contendo uma mistura de peptona e extrato de levedura, em tubos de cultura 



Material e Métodos 61 

(13x100mm), e levadas à estufa a 37°C por 24/72 horas para o desenvolvimento 

celular. Após o crescimento, os tubos da coleção foram mantidos em 

temperatura ambiente durante 30 dias, sendo posteriormente renovados a medida 

do necessário. 

B. As amostras foram mantidas em tubos de cultura (13xl OOmm), 

contendo meio completo para leveduras (MCL) (APÊNDICE 2.1), e recobertas 

com óleo mineral estéril, em temperatura ambiente. As cepas assim conservadas, 

eram substituídas a cada 6 meses. 

Periodicamente, nos dois casos, foram realizados exames para o 

reconhecimento da morfologia celular e colonial (aspectos macro e 

microscópicos), para detecção de possíveis contaminantes. 

3. Padronização da extração das proteínas de componentes intracelulares 

Amostras de cultura mantidas conforme o item 2.A, foram 

inoculadas em frascos com 50mL de meio de cultura YPD (APÊNDICE 2.2) 

(CASANOVA & CHAFFIN, 1991; ASAKURA et ai., 1991) e mantidos em 

Incubadora "Shaker" (Nova Técnica Instrumentos e Equipamentos de 

Laboratório LIDA) a 37°C, com velocidade rotacional de 150 rpm, durante 18 

horas. Decorrido o tempo de incubação, as amostras foram centrifugadas a 

3.000 x g, por 5 minutos (Centrífuga 215 - Fanen Indústria e Comércio), de 

acordo com WATERS & BLOBEL (1986). Os sedimentos obtidos foram 

ressuspensos em ágna destilada gelada (WOONTNER & JAEHNING, 1990) 

duas vezes, para remoção de restos de meio de cultivo e de possíveis 

metabólicos extracelulares, sendo centrifugados novamente a 3.000 x g, por 5 

minutos. Os sedimentos obtidos foram fracionados em alíquotas de 
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aproximadamente 0,5 mL, os quais foram submetidos ao processo de extração 

de proteínas. 

4. Extração de proteínas intracelulares de Candida albicans 

Para a extração das proteínas intracelulares foi empregada a 

metodologia descrita por ANTONSSON et al. (1994) com modificações. Aos 

sedimentos obtidos, acrescentou-se um igual volume de pérolas de vidro, 

previamente tratadas com solução de ácido clorídrico 1:1 e lavadas 

sucessivamente em água recém destilada, e um igual volume de água destilada 

esterilizada gelada. As misturas permaneceram em banho de gelo por 5 minutos, 

e logo após, agitadas 4 vezes em disruptor de células Mini-BeadBeater® 

(Biospec Products, Inc.) a 4.200 rpm, por 30 segundos, com intervalos de 1 

minuto (as misturas foram mantidas em banho de gelo, durante os intervalos). 

Os lisados foram separados a 15.000 x g, por 5 minutos, em centrífuga 

Centrímicro 242 (Fanen Ind. Com. de Equipam. para Laboratórios). Os 

sobrenadantes obtidos foram mantidos a- 75 °C até o momento de uso. 

5. Determinação da concentração protéica dos extratos de Candida albicans 

F oram determinadas as concentrações protéicas dos extratos das 

amostras de Camlida albicans, através do método espectrofotométríco de 

BRADFORD (1976), que conforme trabalhos conclusivos de EZE & 

DUMBROFF (1982), mostrou-se muito sensível. Para a construção da curva 

padrão foi utilizado solução padrão de albumina bovina nas concentrações de 
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200, 400, 600, 800, I 000, 1200, 1400 e 1600 ~mL do tampão Tris HCI pH 6,8 

(APÊNDICE 3.13). Aos tubos de ensaio, foram adicionados e homogeneizados 

5mL do reagente de BRADFORD (1976) (APÊNDICE 3.9) e O,lmL da solução 

padrão de albumina bovina. A curva padrão foi construída a partir da leitura de 

densidade ótica (absorbância) a 595 mn. Analogamente, foi determinada a 

densidade ótica das amostras, estimando-se a concentração de proteína das 

mesmas, baseando-se na curva padrão. As concentrações de proteína das 

amostras foram padronizadas em 800!!g/500f!L (AMES, 1974). 

6. Desnatnração das proteínas das amostras de Candúla albicans 

Às alíquotas de IOO!JL da solução protéica (800!!g/500f!L) 

acrescentou-se I OO!JL de tampão dissociante preconizado por ALFENAS et ai. 

(1991) (APÊNDICE 3.11). As misturas foram mantidas em banho de água 

fervente por I O minutos, resfriadas, centrifugadas a 12.000 x g por I minuto e os 

sobrenadantes mantidos a -75°C até o momento de uso. 

7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Os extratos protéico, obtidos conforme os itens 3, 4, 5 e 6 acima 

mencionados, foram submetidos à técnica de eletroforese em gel de 

poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) em sistema 

descontínuo, de acordo com LAE:MMLI (1970), em cuba de acrílico descrita por 

STIJDIER (1973), de dimensões de 180x160mm, com placas de vidro de 

140x130mm e espaçadores de 1,5mm. Utilizou-se o gel empilhador 
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("stacking gel") a 4,5% (APÊNDICE 3.6) e o gel separador ("running gel") a 

12,5% (APÊNDICE 3.7), em sistema de tampão Tris-glicina pH 8,9 

(APÊNDICE 3.14). 

Foram introduzidos 50!J.L dos extratos tratados com tampão de 

amostra nos poços superiores dos géis empilhadores e estabeleceu-se 

inicialmente, uma voltagem de 75 volts durante os primeiros 20 minutos de 

corrida. Decorrido esse tempo, elevou-se a voltagem para 125 volts, que foi 

mantida até o término da corrida eletroforética. Os géis foram então fixados em 

solução de ácido sulfossalicílico 12,5% (APÊNDICE 3.5), por 20 minutos, 

lavados com água destilada e corados com solução Coomassie Blue G-250 

0,025% (APÊNDICE 3.2), por 12 horas, sendo posteriormente descorados por 

lavagens sucessivas com solução ácido acético-metanol-água 1 :2,5:6,5 

(APÊNDICE 3.3). 

8. Análise numérica dos petfts eletroforéticos das proteínas intracelulares 

de Candida albicans obtidos por SDS....PAGE 

Para o estabeleciroento do grau de similaridade entre as linhagens 

de Candida albicans, utilizaram-se os extratos de proteínas intracelulares das 

amostras, obtidas pelo método descrito no item 4, adicionado dos extratos 

protéicos da linhagem-tipo representativa da espécie Candida albicans CBS-562 

(V ANCANNEYT et a!., 1991) ao lado do padrão de massa molecular (Bio-Rad 

Laboratories ), para avaliação da reprodutibilidade (COSTAS et al., 1989a; 

COSTAS et al., 1989b). 

As condições de cultivo, técnicas de extração, determinação da 

concentração, desnaturação das proteinas e eletroforese em gel de poliacrilanúda 
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(SDS-PAGE) para o emprego da linhagem tipo CBS-562 são as mesmas 

descritas nos itens acima. 

8.1 Processamento das imagens 

Após a descoloração dos géis, os mesmos foram secados em papel 

de filtro e interpostos entre duas folhas de filme para transparência. Esses 

conjuntos foram levados à um "twin-scanner" (Scan Jet 4C e adaptador para 

transparência HP 4C, Hewlett Packard Co.) onde suas imagens positivas e a 

demarcação das bandas protéicas foram processadas através do programa 

SigmaGel (Jandel Co.), que forneceu a mobilidade relativa de cada banda 

(valores de Rf e massa molecular) em função dos valores conhecidos dos 

padrões de massa molecular. 

8.2 Construção das matrizes de similaridade 

Os valores das massas moleculares das bandas protéicas, obtidos 

em função dos valores padrões conhecidos de massa molecular, receberam 

valores I (um), para a presença de bandas, e O (zero), para a ausência das 

bandas, numa comparação entre os "lanes". Os conjuntos dessas informações 

deram origem a quatorze matrizes de dados binàrios com intervalo de confiança 

de ±1,245, sendo cinco matrizes para classes socioeconômicas, oito para escolas 

e uma para matriz total. Essas matrizes de dados binàrios foram plotadas no 

pacote estatístico NTSYS-pc versão 1. 70 (Applied Biostatistics, Inc.), onde 

empregou-se o programa QUALITATIVE e o coeficiente de associação 
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(similaridade) de Dice·, que permitiu a obtenção de quatorze matrizes de 

similaridade (S). 

8.3 Construção dos dendrogramas de similaridade 

Utilizando o mesmo pacote estatístico, essas matrizes de 

similaridade foram transferidas para o programa SHAN CLUSTERING onde o 

uso do algorítrno UPGMA (FARRIS, 1969; SNEATH & JOHNSON, 1972; 

SNEA TH & SOKAL, 1973) gerou os dendrograrnas que possibilitaram as 

avaliações dos graus de similaridade existentes entre as amostras de Candida 

albicans. 

8.4 Construção das matrizes de correlação cofenética 

Os dendrogramas UPGMA derivados de suas matrizes de 

similaridade (S), as quais contém os valores de similaridade originais entre 

UTOs (Unidades Taxonômicas Operacionais), foram plotados no programa 

COPHENETIC V ALVES que forneceu as matrizes de valores cofenéticos (C). 

Os coeficientes de correlação cofenética (rcs ), que são as correlações entre os 

pares correspondentes de C e S (SOKAL & ROHLF, 1962; SOKAL & ROHLF, 

1970), foram obtidos empregando-se o programa MATRIX COMP ARISON. 

• Coeficiente de associação de Dice: 2a 2a 
SD ~ ~---

2a + u 2a + b +c 
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9. Avaliação da reprodutibilidade 

Para a avaliação da reprodutibilidade, foram comparados os perfis 

protéicos da linhagem padrão de Candida albicans (CBS-562), aplicada nos 

diferentes géis. A metodologia empregada para essa avaliação é a mesma 

empregada nos itens 8.2, 8.3 e 8.4, acima descritos. 
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RESULTADOS 

Perfis protéicos em SDS-PAGE 

A eletroforese dos extratos celulares de seteul:a e cmco (75) 

linhagens de Candida albicans e da linhagem padrão CBS-562, permitiu a 

observação dos perfis protéicos contendo, em média, 20 bandas eletroforétícas 

por "lane", dentro de um Intervalo de massas moleculares variando entre 

!8,4 kDa e 66 k:Da (Figuras l a ll }. 

Figura t. Perfis protéicos das linhagens de Càndida albicans isoladas de escolares da 
classe socioeconômica A 

+ 
M.M. ,:t> Marcadores de Massa Molecular: albumina bovina (66kDa), tripsinogênio 
(25kDa) e jj-ladog]obulina (18,4kDa). T.S. --t> Linhagem Padrão de Candida albicans 
CBS-562. 

-·~-·-~--~---------~-
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Figura 2. Perfis protéicos das linhagens de Candida albicans isoladas de escolares da 
classe socioeconômica A 

+ M.M. <?> Marcadores de Massa Molecular: albumina bovina (66kDa), tripsinogênío 
(25kDa) e !3-lactogiobulina (18,4kDa). TS ·~ Linhagem Padriio de Candída aibicam' J 
CBS~562. 

------· ----·------···---------------· 

Figura 3. ·rerfts protéicos das linhagens de Candida albicans isoladas de escolares das 
classes socioeconômit.--as A e B 

+ 
M.M. <{> Marcadores de Massa Molecular; albumina bovina (66kDa), tripsinogênio 
(25kDa) e f3-lactoglobulina (I&,4kDa). T$. S> Linhagem Padrão de Candida aibicans 
CBS-562. 
--------·-----
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Figur.t 4. Perfis protéicos das linhagens de Candida alhlcan.s isoladas de escolares da 
dasse socioeconômica B 

'-'-"'---"--- + 
M_M, , .. ;, Marcadores de Massa !vtolecu!ar: albumina bovina (66kDa}, tripsinogênio 
{25k!Ja) e ~lactog!obu!ina (18,4kDn} T.S. ~;:.Linhagem Padrão d.e Candida aibicans 
CBS-56L 

Figura 5. Perfls protéicos das linhagens de Candida albicans isoladas de escolares da 
dassc sodoeconômica B 

~+ 
MM. <4'> Marcadores de Massa Mo!e(,'Ular: albumina bovina (66kf.M), tripsinogênio 
(25kDa) e f>!actoglobulína (18AkDa). T.S. "".:> UnhagL'ln Padrão de Candida a!btcans 
CBS~562. 
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F''igurn 6. Perfis protéicos das linhagens de Candida albicans isoladas de escolares das 
classes socioeconômias B e C 

M.M. <{> l\1arcadores de Massa Molecular: albumina bovina (66kDa), tripsinogênio 
(25kDa) e ~!actoglobu!ina (l8,4kDa). 'LS. "!O Linhagem Padrão de Candida albícans 
CBS-562. 

Figura 7. Perfis protéicos das linhagens de Làndida albicans isoladas de escolares da 
classe socioeconômica C 

+ 
M.M. <{> Marcadores de Nfassa Molecular: albumina bovina (66kDa), tripsinogênio 
(25kDa) e !)-lactoglobulina (18,4kDa). T.S. •·!> Linhagem Padrão de Candida aibicans 
CBS-562. 
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Figura 8. Perfis protéicos das linhagens de (àndida albicans isoladas: de escolares das 
classes socioeeonômica C e D 

M.M. <> l\furcadores de Massa Molecular; albumina bovina (66kDa), t:ripsinogJ;, 
(25kDa) e 13-!actoglobulina ( t8,4kDa). T.S. <> Linhagem Padrão de Candida alhican.v 
CBS-562, 

Figura 9. Perfis protéicos das linhagens de Candida albicans isoladas de escolares da 
classe socioeconômica D 

N:LM. c::> M!.rrcadores de Massa Molecular: albumina bovina (66kDa), tripslnog± 
(25kDa) e 13-lactoglobulina (l8,4kDa). T.S. •ct> Linhagem Padrão de Candida alhicans 
CBS-562_ 
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Figura 10. Perfis protéicos das linhagens de Candiáa albicans isoladas de escolares da 
classe socioeconômica E 

~.-!+ 

M.M. ··i> Marcadores de Massa Molecular: albumina bovina (66kDa}, tripsinogênio 
(25kDa) e !3-lactoglobulina (18,4kDa} T.S. ~ Linhagem Padrão de Candida albicans 
CBS-562. 

Figura U. Perfis protéicos das linhagens de Candida albicans isoJada~ de escolares da 
classe socioeconômica E 

+ 
M.M. ? Marcadores de Massa Molecular: albumina bovina (66k:Da), tripsin.ogônio 
(25kDa) e !3-lactoglobutina (18,4k:Da). T.S. <.{) Linhagem Padrão de Candida albicans 
CBS-562. 
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2, Análise dos deodrogramas de similaridade 

A utilização do coeficiente de associação (similaridade) de Dice 

possibilitou a construção das matrizes de similaridade (!:>) para as amostras. 

matrizes, analisadas através do método de agrupamento UPGMA, 

permitiram a obtenção dos dendrogramas, os quais possibilitaram as avaliações 

dos graus de similaridade existentes entre os isolados de Candida a!bicans, e 

também a avaliação dessas linhagens separadamente em suas respectivas classes 

socíoeconômicas e escolas (Figuras 17 a 29). Esses dendro~;,>ramas também 

analisados aplicando-se nos mesmos ciuco diferentes linhas de corte, 

traçadas perpendicularmente em 60%, 70%, 80% e 90%, bem como nos valores 

médios de similaridade, que possibilitaram a formação de diferentes "closters" 

durante a análise. 

As matrizes de valores cofenéticos (C), obtidas a partir dos 

respectivos dendrogramas de similaridade UPGMA, possibilitaram a 

detenninação dos coeficientes de correlação cofenética (rcw), entre as matrizes 

de similaridade (S) e suas respectivas matrizes de valores eofenéticos (C), para 

cada dendrograma, 

2,1 Análise dos dendrogramas de similaridade para as diferentes classes 

socioeconômicas 

As linbagens de Candida albicans !oram analisadas separadamente 

dentro de suas respectivas classes socioeconômicas comparando-se a dispersão 

dos graus de similaridade dos dendrogramas, a formação de "dusters" em 

diferentes linhas de corte e os graus de associação para cada linbagem em 

relação a outra, levando-se em consideração também suas escolas. 
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Ji'igura 12. Uendrognunas de similaridade para as linhagens de Làndida albicans 
isoladas de escolares representativos da classe sociocconômica A 

X "-"0,7717±0,1175 

.M>•-LAE 
~ -~LA< i! ~~~ ' 

Ml~Io..!U!: 
~ 

' A64 .. UJI!: 
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As linhagens de Candida albicans isoladas de escolares 

pertencentes a classe socioeconômica A mostraram-se associadas com graus de 

simil.a:rídade variando entre 0,5669 (56,7%) e !,0 (100%). A quantidade dos 

diferentes "ctusters" fort11ados em diferentes linhas de corte nos dendrogramas, 

hem como as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualizados 

nas tabelas 3 e 3.1 abaixo. 

Tabela 3. Diferentes '"dusters" formados em diferentes iüthas de corte nos 
dendrogr,amas de similaridade para a classe socioeconômica A 

Linha de Número de % Niímel'O de Linh?lgens/Escola 
Corte Linhagens/Cluster CllS.%2 AV n fiF LAE MA 

uooo Cluster I 15 75 2 5 5 
Ciuster li 4 20 4 

, .. ~-~-----·---~ão ~padas __ l _____J __ ~-·-·----·---~--~-----~----..l-~-·-
{t7000 Cluster .l 10 50 l 5 ! 2 1 

Cluster 11 3 15 l 2 
Cluster .fll 4 20 -4 

"··~~-,~~~ Nã? agru:padas~ __ 3 ____ ··---~l~--~--~·--·-··- .. -·~·--------~~---~~--·---··-
0.8000 Cluster I 3 15 1 2 

Ciuster ll 3 15 2 
Ciuster !11 2 10 2 

··--······.N.ã.~ •gr1lp!'das 12 ·-···~o_·-··--·-·······------~· --~8·-·~-·· 
0.9000 Cluster I 3 15 

C!uster ll 2 1 O 

--· .. ----~-~-- Nã? a~a~~-~-------·-z~~-------·J-_._l -----~_2··-~--~---_____!.Q ______ _ 
Média Cluster I 6 30 i 

(0.7717) C!uster f1 2 W 
C!uster fi! 
Cluster IV 

Não agrupadas 

2 
3 
7 

lO 
15 
35 1 

4 

' 2 
3 
4 

Tabela 3.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes. linhas de corte 
nos dendrogramas de similaridade para a classe socioeconômica A 

Linha de Corte v y z 
·-------~---

60% 18 !2 l 
70% !7 9 2 
80% 8 4 n 
90"/t> 5 2 14 

Média (77,2%) l3 4 6 

V? aU:mero lle lirlhag<ms associada;,; oom nma ou mlliS- Hnh~gens cl~ mesma ehsse sacim'cl.mômica. y <> númen.) de linhagens associadas com 

uma m; mai~ linhagens de escolas i&.~Niilliferente.s, portanto, no mínimo ooro duas linhagens associadas. z <;:. número de \inhagens sem 
Mwdaç:ãG o;~m m;tras li:Jhagen.s das mesmas zyu difc:r<:'ntes *swhs e d.assm~ BDdm;;C~IDômicao. 
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Figura 13. Dendrogrn:mas de similaridade para as linhagens de Canditia albict~A<t.' 

isoladas de escolares representativos da classe socioeconômica B 

X = 0,.8229 ± 0~1153 

•• •• 
AV ~ 

1 ''" ~ 0,83.:: ,I " AV • ' n ~ .. 
. "' G 

l"lliC ! • 
' ~ ":1m ~ 

"" MA ... ' 
Q 

' ; """ . ~ ' m i ~ 
~ 

BJ>4 .. lllfA .... ~ 
twlt·-MA 

l'n2·AV 

0.60()0 0.7000 

0.9000 

---!-
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As linhagens de Candida albicans isoladas de escolares 

pertencentes a classe socioeconômica B mostraram-se associadas com graus de 

similaridade variando entre 0,6128 (61,3%) e 1,0 (HJO%). A quantidade dos 

diferentes "clusters" tbnnados em diferentes linhas de corte nos dendrograrnas, 

bem corno as diferentes associações entre as linhagens podem ser vísualiz<U!os 

nas tabelas 4 e 4.1 abaixo. 

Tabela 4. Diferentes "ciustersrt formados em diferentes linhas de corte nos 
dendrogramas de similaridade para a classe .socíoeconômica B 

Linha de Número de % Número de LinhagensiEscot:a 
Corte Linhagens/Ouster CBS-561 AV FE FMC HF LAE MA M:EP 

~0.6~~·-----~~~.:!_! __ ,~ .. !~- .. ~-J.. 00,0 ~~--·--···_l ______ ± ----'-----~~~---·-·~ ···-~-~--~~-~ 
0.7000 Clu5:terl 14 77,8 2 4 l 2 2 l 

Clusterll 2 ll,l 
Não 2 ll 

0.8000 Cluster 1 3 l. 6, 7 2 
Ciuster li 7 38,9 4 

MOOia 
(6.8229) 

Cluster lll 
Não 

Cluster f 
Clusrer fl 
Ctuster !Il 

Não 

Ciuster l 
Cluster fi 
Cluster lfl 

Não agrupadas 

3 
5 
4 
2 
2 
w 
2 
7 
3 
6 

16,7 
27 
22,2 
!!, l 
!!,! 

!!,! 
38,9 
16,7 
33,3 

3 

3 
2 

4 

2 

' 3 

' 3 

l 

3 

Tabela 4.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de corte 
nos dendrogramas de similaridade para a classe socioeconômica B 

Linha de Corte v 
60% 17 !4 o 
70% !5 lO 2 
00% 12 4 5 
90% 8 3 9 

Média{~%) 12 4 5 

v·::> m:irnero de !i!lhagens asoodadas çom urna ou mais línilllg~>ns ® mw~:~:ta classe sodue<;onômi~. Y"' m!mem de !ínhag<ms wwuciaJns wm 

ama ou mais linhagens de w:çolas i.&!f!is e difenmtst _portanto, no minim<~ oom duas linhag"'na associada~- z "~ número de Hnh~gcna ~'em 

lliRM.l<:iJIÇ!lo com rmll'lls llnllage1.1s das mesmas ou diferentes escolas c dam;~,s socíoooonõmü~i!li. 
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Figura 14. Dendrogrnmas de similaridade para as linhagens de Candida afbicllJfS 
isoladas de escolares representativos da classe socioeconômica C 

X ""0,8439±~1128 

o. 71'.)07 '·"""" 
AV 

. "" g -- • • . "" ' ~ 
.ru ..... Q 

"' ~ 

""' • ~ --... c 

"" ... ... 
CU-HF 

7000 
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As Jínhagens de Candida a{bicans isoladas de escolares 

pertencentes a dasse socioeconômica C mostraram-se associadas com graus de 

simílarídade variando entre 0,6009 (60,1%) e 1,0 {!00%). A quantidade dos 

diferentes "dusters" fonnados em diferentes linhas de corte nos dendrogramas, 

bem como as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualizados 

nas tabelas 5 e 5.1 abaixo. 

Tabela 5. Diferentes «ctusters" formados em diferentes Unhas de corte nos 
dendrogramas de similaridade para a classe socioeconômica C 

Unha de Número de '.1/o Número de Linhagens/Escola 

Corte Linbagens/Cluster CBS-562 A V FE I<'MC H.F MEP"" 

·-~:_~0-·--· Cluster f _____ ,}_~-~·~--·-!20,0 __ ,~-~---!_·-·-~L _____ } __ ·-·~· .. -'-~--~-
O. 7000 Ouster f 

Não 
15 
1 

93,8 

0.8000 Cluster f 5 31,2 
Clusrer .f! 6 37,5 
ctusfer 1!1 1 12,5 

1 

l l 

~--_1:1~ .. _L ___ I"'s"',s _______ _ 
0.9000 Ciuster l 2 12,5 

z 4 

I 
2 4 
2 
2 
I 

Cluster li 6 2 4 

~ .. ~~-- --~~fu?_!Jr.U~~·~· .. ·~-~--~~·~·--- 50~--"-~~--~ ___ l ___ l ___ l ____ _±__, ___ ~--
M-édia 

(0.8439) 
C!uster I 3 18,8 l l l 
C!uster li 6 37,5 2 4 

Não agrupadas 7 43,7 I ! 4 

TabeJa 5.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de corte 
nos dend.rogramas de similaridade para a classe socioeconômica C 

Lffiba de Corte v z 
611% !5 !3 o 
70% !4 1.2 l 
80% !2 6 3 
90% 8 6 ' ' 

Média (84,4%) 9 6 6 

v·.;;, UÚl'llift) d;; \inhagmm :msodad.M com uum ou mais lin!mgen~ .h mesmm o!Mse sooiooconõmi<llL)' "'.> rnínu:ro de Hnl:mgooz Moodadas oom 

uma 011 nmis lintmgrn.~ de escol~s i.&\@4~ t'ê.dll)ITQ..Uj;;,.l, JX~llo, uo minímo com dmts tintmg<..w u.~~-;; ~ !'l.Íl.!lli\m de !in.hag<J1m sem 
=ciaçãü oom •)!itrlw- !intmgJ>ns das m~~nms ot~- dif«;mk~ efi"''<Ú>lll e d~u~ sodo~cooômicaa. 
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Figura 15. Dendrog:nunas de similaridade par.t as linhagens de Candida albicans 
isoladas de escolares representativos da classe socioeconômica D 

0.6000 0.954'5 

' 

~ 
~ 

·'DlC( ~ 

"'C Q 

' ; ~ 
FMC! ~ 

,._..,. n 
~ 

n:n. cs , > • ' ' ' D'l'J - llMC i " n:t5 - ft!{(~ ! 
~ ' ll!3é " .fKC ; • ; ' o:za -FM:c; ~ ~ 

003- cs 

'---·-----------·--· ·-----·---



Resultados &3 

As linhagens de Candída albicans isoladas de escolares 

pertencentes a classe socioecm1ômica D mostraram-se associadas com graus de 

similaridade variando ~'l:ltre 0,6030 (60,3%) e 0,9545 (95,5%). A quantidade dos 

diferentes "clusters" formados em diferentes línhas de corte nos dendrogramas, 

bem como as diferentes associações entre as linhagens podem ser vísualízados 

nas tabelas 6 e 6. I abaixo. 

Tabela 6. Difert'ntes •~clusters" formados em diferentes linhas de corte nos 
dendrogramas de similaridade para a classe socioeconômica D 

Unha de Númt:ro de 
Corte Hnhagens/Ouster 

0.6000~_-":C~luster J 13 
ft 7000 CltiS/er f 6 

C!uster Jl 6 
Não 1 

Ctuster 1 
Cluster !1 
ctuster lfl 
Clusier JV 

3 
3 
2 
J 

% Número de Linhagens/Escola 
CBS--562 CS FMC MEP. 

!00,0 _ _:1 __ 2:c 8 
4 
4 

2 
1 
1 

46,2 
46,2 

23,1 
23,1 
1535 
23,1 

1 

1 
1 

l 
3 
1 
3 

------~~~~-a~tt~§_. 2 ...... ----· 15,2.?~~-·~--~-----·~~--;----·~---
0.9000 Guster f 2 15,3-5 1 l 

--·~---~---~Não~~~~~~----~-~-!! ............. -~i:§5 -··~-----2___-~-~---l--~--
Média Cluster f 3 

(0,80@) C!uster !l 3 
Ciuster 11 I 2 
Cluster IV 

Nilo agrupadas 
3 
2 

23,1 
23,1 
15,35 
2:U 
15,35 

l 

1 

1 

1 
3 
1 
3 

1 

Tabela 6~1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de corte 
nos dendrogramas de similaridade para a dass:e sod.oeconômica D 

Linha de Corte ,, z 
60% l2 12 o 
70% ll 8 
80% !O o 2 
90'%.~ 2 o !O 

Média (ffil.(i%) ll o l 

v <:.> nilmx10 de linhagens associitdas c-orn ~!ma oo 1mú~' Jinlmg<::ns da me!i:l"<m dl!soo ~odooco.númica y <:> n&.mero & linhagem: asJWciada,~ Mm 

'-lmtl. em amiu !Jnlmgens de escola~ .l~s ~ @fl1r.<;L!:J!êf, porMrlo. no mínimo oom duas linhagens associadas.. z 4- nú!J!N'TO de !inhagt:u.& ~GID 
a~:wciayão ww outras !in!mgoms das IDCiffilM uu &fm·tol!Ws GMolas c clas..~ç;s ~odooctmóffiiças_ 
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F'igurn 16. Dendrogramas de similaridade para as linhagens de Candida albicans 
isoladas de escolares representativos da classe socioeconõmica E 

= 0,8474± 1},0751 

0.7.180 0.7760 0.9500 

-cs i .me; 
cs ~ 

- cs 
l'l43- FMC 

. El:l: . cs 
l$7-PMC 

J:t1. cs 
cs 

El9-CS G ' E<m-PMC! • • 
1$1. .. E!t!C ; ' 
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As linhagens de Candida albicans isoladas de escolares 

pertencentes a classe socioeconômica E mostraram-se assocíadas com graus de 

similaridade variando entre 0,7180 (71,8%) e 0,9500 (95%)_ A quantidade dos 

diferentes "clusters" formados em diferentes linhas de corte uos dendrograruas, 

bem como as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualizados 

nas tabelas 7 e 7J abaixo_ 

Tabela 7. Diferentes "clusters'" formados em diferentes linhas de corte nos 
dendrogr.J:mas de similaridade para a classe sodoeconômica. E 

Unha de 
Corte 

0.7000 
0.8000 

Número de % Número de Linhah><ens/Escola 
Linb.agens/Ouster CBS.562 CS FMC 

Clust:er 1 .Jl,~-··_!2.0,(~.~--1_·-~~~-·-·-_;:~-~

Cluswr l --~0,~----1·--~---'}__·-----_::"!__~--
Cluster I 7 51,8 i 4 2 
Cluster li 3 23, l 2 

_______ l:!ãoJllll1lpadaS ----'--~------:ZC\L.. _____ ··----·-2_. ___ j ____ _ 
0.9000 Ciuster l 3 23, l l. l t 

Cluster 11 2 1535 2 
Cluster lll 2 15,35 l ! 

-~-----_:~ão ~~das --~~·~·--·~,2 -·-~~-,-~.:!.·--~--'-""-~ 
Média Cluster 1 5 38,45 l 3 l 

(0.8474-) Cluster lf 3 23,1 1 
Não ag;upadas 5 38,45 3 2 

Tabela 7.1. Uiferentes associações obtidas entre linhagens: com diferentes linhas de corte 
nos rlendrograntas de similaridade para a classe s.ocioeconômica E 

Linha de Corte ' z 
60'Yo l2 12 () 

70% l2 12 () 

8W%, 9 8 3 
90% 6 o () 

Média (84.7%) 7 5 5 

v 0- número de !i:!~hagem; ussox;iaclas <.:om \lma nu mais iinlPgenn da mt.'!lma dM~e sociuw.:mómica. y 9 númm:o 00 Jiuhugem assoóada.s mm 

mna ou mais !inbagOO$ de e~oo!as iguai~ © diibrct)l._w, pmtwiW, no mínimo O:lll1 ,ru~~ linhag;ms mmociada-;;. Z Q número 00 linhag©os Mi!lli 

as:;o.:;iação i.:Om outras linllagerm dM me;;mas o!! dítêrefltes m>cofas 0 cl~sses S(!Cioeoonômicm;, 



&6 Resultados 

2.2 Anál.ise dos dendrogramas de similaridade para as diferentes escolas 

As línhagens de Candida albicans também foram analisadas 

separadamente, dentro de suas respectivas escolas, comparando-se a dispersão 

dos graus de similaridade dos dendrogramas, a formação de "clusters" em 

diferentes linhas de corte e os graus de associação para cada línhagem em relação 

a outra, levando-se em consideração também suas classes socioeconômic.as. 

Figura 17. Dendrngr:amas de similaridade para as linhagens de Candida albicans 
isoladas de escolares representativos da escola A V 

""0,7448 ± 0,1009 
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As linhagens de Candida albicans isoladas de escolares 

pertencentes a escola A V mostraram-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,6215 (62,2%) e 0,8889 {88,9%), A quantidade dos diferentes 

"clusters" formados em diferentes linhas de corte nos dendrogramas, bem como 

as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualizados nas tabelas 8 

e 8.1 abaixo. 

Tabela 8. Diferentes ''dustersJ' formados em diferentes linhas de corte nos 
dendrogramas: de similaridade para a escola A V 

Linha de Número de % Número de Linhagens/Classes 
Corte Unbagens/Ouster CBS-562 A B C 

0.6000 Cluster f 7 2 3 l 
0.7000 Cluster! 5 7L4 2 1 

~·- .. ~~~·~-~~~ão agrupadas ___ . ..2.._. ___ }8,~~-~---·--~·~- ... -~~~·-·-"-.l~.~~·- ....... --~·-
{}.8000 Cluster l 2 28,6 1 

-·-·----··-·Não ag~rp&:la!_.~_? __ ,_ 71,~--~------------~~--2·---7'---
·--·--~~~-----Nã--~~~=~-das ___ : ---~~\0 --~---! _____ 2 ___ -1-- _!.___ __ 

(0.7448) Não agrupadas J 42,9 2 l 

Tabela 8.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de t:orte 
nos dendrogr:unas de similaridade para a estola A V 

Linha de Corte x w z 
~ .. ---~~-----~---·~·-- .. -------·-··--~-·- .. ~·-" 

60~% 5 6 o 
70% 2 4 2 
80% 
901lfo 

Média (74,5%) 

o 
o 
2 

2 
o 
3 

4 
6 
3 

X:;, mimao de !iclmg<ma i1S!!\)CÍadm; com uma ou mais linh•%lil'n~ de clames ~0áoeoon&nicas igw.ús <> dif>.~r.mí!l'Jh portanto, no mínimo -cmn 
duas !inhagw~ asscciad!ll~. w <::> mJmeyo de linhagens Msodadas oom uma nu mais linhugens da mermm oocola. z O número de Jjn!J:agemt wm 
nsccíaçiio o.m:t ootras linlmgens 1M mesmas ou diferentes oooo!as e classes S(JCÍueoonómkas, 
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Figura 1.8. Dendrogramas de similaridade para as linhagens de Candida albican.•l 
isoladas de escolares representativos da escola CS 

X = 6,8136 ± 0,10.2 
' 0.6?53 0.?446 0.8831 

' 
' ! 
' ' 
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As linhagens de Candida albicans isoladas de escolares 

pertencentes a escola CS mostraram-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,6753 (67,5%) e 0,9524 (95,2%). A quantidade dos diferentes 

"dusters" formados em diferentes linhas de corte nos dendrogramas, bem como 

as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualízados nas tabelas 9 

e 9.1. abaixo. 

Tabela 9. Difere11tes ""clusters" formados em diferentes Unhas de corte nos 
dendrogramas de similaridade para .a escola CS 

" 

Número de 

Llnhagens!C!uster 

% Número de Linha.gens/Clas.1Jes 
CBS-.S6:Z ]) E 

.. ~~-.lus_'i!!_~ f .. ........... :1:;0 .. ·······-- .. :;,:_:: .. -···----~--~:-··· ........ ?:_. -"2c ·········--
0.7000 Cluster 1 7 70,0 6 

C!uster fi 1 20J) l 1 
---~~ .. _tffioJ!ll!1!l1? .. das_ .. ____ l -~-lM ....... _________ l_ ________ .. 

0.0000 (~luster f 4 40,0 I 3 
Clusfer !J 2 20J) 2 

-·-·-~~~N::~das __ :L.~ ___ 40.~L- -·-]~.~~·-L~---
o;oooo Cluster f 4 40J) 3 

·----·--·-· NãQ.~...lli!d!L.... __ 6 __ , __ ~_@.,SL .. ~-·--- 1 ---·~--±-·--- .. -· 
Média Cluster 1 4 40,0 1 3 

(0.81.36) Cluster 11 2 20,0 2 
Não agrupadas 4- 40,0 2 2 

]'abela 9~1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com dife-rentes linhas de corte 
nos dendrogra11nas de similaridade para a escola CS 

~~~~------------- Unha de Corte x w z .... ______ GOo/;;---------~9·~----·-·9-------~-o-----

70% o 8 1 
80% o 5 4 
90% o 3 6 

Média (81,4%) O 5 4 

x <>- n-úUJG!"Q de 1i;tl.!mg<~n .. ~ as.>;oci~ Dom ama ou main linhagens de duses S<}CÍoeooni:lmicas ig~mffi .. !U:!.ilermt,.1!.- ~ no mininm com 

duas linhagens asY"~ciadas. w v JlÚmer-o de Jinlmgem assOLiadM com mna oo mal.~ !inhagens dll nwsnm Wl'-'Olll. z V m\.1W:fD tkt linhag?ns scm 
1l'i.SGCÜ.t<;:ão com wtrus linhagem das m~srn«..'< m.t dill'tomtm; ~C);oolas e das.'W:'! E00oeconõm:icas. 



90 Rcmilados 

Figura 19 • .Oendrogramas de simHaridade para as linhagens de Candida albicans. 
isoladas de escolares representativos da escola FE 

= 0,901:2 ± 0,0753 
0.,4&3 1.0000 
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As linhagens de Candida albicans i-;oladas de escolares 

pertencentes a escola FE mostraram-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,7853 (78,5%) e 1,0 (100%), A quantidade dos diferentes 

"clusters" tonnados em diferentes linhas de corte nos dendrogramas, bem como 

as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualízados nas tabelas 

10 e lO, I abaixo, 

Tabela 10. Diferentes '"eiusters~' formados em diferentes linhas de corte nos 
dendrogramas similaridade para a escola FE 

Linha de Número de % NUmero de Linltagens/Clasge 
Corte Linhagens/Cfustcr CBS<i62 A B C ,....,. 

- .. ~.60o_o ___ .Ç.{F!_:i"ter_L__, ___ ,"lL~ .. ----1--º2.~ .. ~~---~--2. .. ~----~-,----~ 
0.7000 Clusier 1 J l lOOJ) 5 + 
0.8000 Cfusler 1 9 8L3 

·~------·-·~-----Cf_u~f~er !J----~·---~---·~·~--__}.~:}--~-----·~~- 4 
0.9000 C!uster i 3 

C!uster 11 ,.J, 

272 
36A 

J 
J 

-.----~---- .. Nã~~~2----·-~- ..... -~--·2~!_-~~~---~]~- .. ~~ .. --------·-··-
Média C!uster f 3 27.2 3 

(0.90 12) Cluster !f 

Não agruP'.adas 
36 . .4 
36,4 2 J 

Tabella: 10,1. Diferentes associações obtidas entre linhagens eom diferentes linhas de 
corte nos dendrogramas de similaridade para a escola FE 

Unha de Corte X w ' _,~~~---- .. -~-~·---·--------~-~ .... ~-~---~--
6{1% 9 lO o 
70% 9 lO tl 
80% 8 9 J 
9iJ')j, o 7 3 

Média (90,1 u;o) D 7 ) 

x ::> número de Jinhag~lS t;~Hociada.~ '-'Om uma ou m.ais lí11hagens de dus&c:s sociocton.õmícas iguaiJ>.s; .. iliJ':\.:r.tlJ.l~l'· pm:mlrtu, no mirú;nn ccw 

dwm linl:w.gcns asooci~ô.a.s. W 4 nú:mcr<.> dl! linhagens :woooiada-.~ çom unM ou maW tinha.gw~~ da. m~.~ma ~$Gol<~. z c;, niim~n.> d;, Enhag<'m< ~<m.l 
as~ociitçJ;; c0111 üulras linhagens da.~ m<OSITW.,~ ou dil\Jrcri10S 03~lbs e dasSM socio.::conõmica~, 
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Figura 20. Dendrogramas de similaridade para as: linhagens de Candida albicmu; 
isoladas de escolares representativos da escola FMC 

'~ 0,8259 ± 0,0987 
f:l.<O.X-4!0 0.7J.I!:J'5 0.'!'003~ 
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As linhagens de Candida alhicans isoladas de escolares 

pertencentes a escola FMC mostraram-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,6140 (61,4%) e 1,0 (100%). A quantidade dos diferentes 

"clusters" formados em diferentes línhas de corte nos dendrogramas, bem como 

as diferentes associações entre as linlmgens podem ser visualízados nas tabelas 

ll e I U abaixo. 

Tabela l L Diferentes ~•c~usters" formados em diferentes linhas: de corte nos 
dendrogramas de similaridade para a escola FMC 

Linha de NUmero de % Número de Linhagens/Chtsse 
Corte Linhae(Cluster CB3-562 l! c 11 E 
6.6000 Cluster .f l7 l l 2 8 5 
0.7000 Cfuster 1 !2 7<1.6 l 1 4 5 

C'!usü:r ll 4 23,5 4 

... ~~~---J~~!!~$.JL__,__. __ l - -~·~?2~---·~·"~"""~-~·-~-·~ ....... ~.L .. _________ ,_,_,,, .. ______ _ 
0.8000 Ctuster I 4 23,5 l 3 

Cluster li 6 35,3 1 1 4 
Cluster !li 2 ll,& 2 
Ciuster IV 3 17,6 3 

·~·-----~ãQ.~~~-~-:t~-·----~~lL!L.~--~~-~--~---~~-- .. L·~--'---·~··--~ 
0.9000 Cluster I 2 lt,3 1 l 

C!uster f! 
CJuster !li 

4 
2 

23,5 
lU 

l 3 
2 

·-----·-·-·--~Não_~~.§ _ _2_ ... _._,_____22,2. ___ .. _.,_,"~~~-----1~·---__:L __ . 
Média Cluster1 3 17.6 1 2 

(0.8-259) Cluster!! 5 29,5 l. 3 
Cluster lfJ 2 ll ,8 2 
Ciuster IV 3 17,6 

4 235 Não agrupadas • l ' 1 

Tabela U.L Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de 
<:orle nos dendrogramas de similaridade para a escola .FMC 

Linha de Corte x w z 
--~--6oo; .. ---~---~ 15 ~--- .. ---16--------o·-· 

70% 9 15 1 
80% 
90% 

Média (82,6%_) 

4 

3 
3 

14 
6 
!2 

2 
lO 
4 

X::;> número de !itlhagerw l!s:wciadas com m>:!a ou n:mh linhage-ns de dl!~~es wdooxonôm:icas iguais e_<!!.tN'4!!3!,!i, pw:ta!Jto, no minimo cxmt 

dtia$ Jinbngeru~ ii$~Qi;Í!illat. W"> númwo de li1'llrugeus !i.%O<:Úldas wm uma ou mab !i-nh:!.gen~ da mem:na olil~ola.. Z --:;. nÚ:!nl;l'f() de- linlmg.:ns $iW:l. 

<L%<xtiaç!lo DOm outras \inhagerm das m=a$ ou dif\or-erum ~'$oolw e clas:u:s suciu-<:CQTiômimw, 
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Figura 21. Dendrogramas de similaridade para as linhagens de Candida albicans 
isoladas de escolares representativos da escola HF 

X = 0,7953 ± 0,1051 
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AB linhagens de Candida albicans isoladas de escolares 

pertencentes a escola HF mostraram-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,5903 (59%) e 0,9474 (94,7%). A quantidade dos diferentes 

"clnsters" fmmados em diferentes líllhas de corte nos dendrogramas, bem como 

as díferentes associações entre as linhagens podem ser visnalízados nas tabelas 

12 e 12.1 abaixo, 

Tabela 12. Diferentes ''clusters" formados em diferentes linhas de corte nos 
dendrogramas de simlla.ridade para a escola HF 

LÍillla de Número de % Número de Linhagens/Classe 
Corte Linha.~ns!Onster CBSõ6l A B c 

Cluster I lO 90,9 I l 2 6 

0-6000 Não a~ l 9,1 1 --
0,7000 Cluster I 10 90,9 l l 2 6 

Não~das l 9,1 l 
uooo Cluster 1 2 18,2 l l 

Clusterll 5 45,4 l l 3 
Ciuster !li 2 18,2 2 

Nãoagru2!~ 2 18 2 2 
6.9000 Cluster I 3 27,3 l 2 

Não~ 8 72,7 l l I 5 
Média Clusfer I 2 !8,2 l I 

(0,7953) C/11Ster I! 5 45,4 l l 3 
Cluster Ill 2 18,2 2 

Não alliJ!padas 2 18,2 2 

Tabela 12.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de 
corte nos dendrogramas de similaridade para a escola HF 

-'Linha de Corte X w z 
60% 8 9 1 
70% 8 9 1 
80% 3 7 3 
90% 2 3 7 

Média (79.5%) 3 7 3 

X Q nhmm:n de liniutg<mS associada~ com uma ou nuris l~gem de cl.a.%ws socioeC<JI\Õn:ricas iguais e dj_fq:~s, portrullo, no mínimo com 

dMs li:nhagew; associadas. w v mim.;ro de ~ =ociaóas. eom num ou "llmis linhag.:ns da mesma escola.. Z Q nUnwro de !i.o!mps wm 
aii&<:lci:~çik> ~om outr;J.1; linhagem: d.w roe~mas oo diferentes escola'> e classes snciceoonõrui=. 
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Figura 22. Dendrogramas de similaridade para as linhagens de Candida aibicans 
isoladas de escolares representafuros da escola LAE 
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As linhagens de Candida albicans isoladas de escolares 

pertencentes a escola LAE mostnrram-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,5736 (57,4%) e 0,9444 (94,4%). A quantidade dos diferentes 

"clus!ers" formados em diferentes linhas de corte nos dendrograraas, bem como 

as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualizados nas tabelas 

13 e 13.1 abaixo. 

Tabela 13. Diferentes "clusters" formados e1n diferentes Unhas de corte nos 
dendrogramas de similaridade para a escola LAE 

Linha de Número de % Número de Linhagens/Classe 
Com I.inhagens/Cluster CBS..%2 A 11 
UOOíl Clu:ster I ll 91,7 l 9 l 

Nã~ l 8,3 l --·----·--·-
0.7000 Cluster .l 6 50,0 I 5 

Cluster 11 4 33,3 4 
Não agrupadas 2 16,7 l ·----uooo Cluster 1 2 !6,7 2 

Cluster ll 3 25,0 3 
Não agrupadas 7 __ 58,3 --· -- I 5 

0.9000 Cluster .l 2 16,7 2 
Não agrupadas lO 83,3 8 

Média Cluster l 3 25,0 3 
(0.7470) Cluster li 2 16,7 2 

Ciuster lll 3 25,0 3 
Não agrupadas 4 33,3 1 2 

Tabela 13.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens oom diferentes linhas de 
corte nos dendrogramas de similaridade para a escola LAE 

Linha de Corte X "' z 
60"ro 9 10 l 
70"Jí, o 9 2 
!lO% o 5 6 
()OG/n o 2 9 

Média (74,7%) o g 3 -
x o> nl!:m,.0 de Enh.agoos -'l~iadas com um:~. oo mais !inM.gens d~ classes srn:ineoonõmicas jgillJ]s e difcr~, jXlf1ant(!, no mínimo cam 

duas linhagens as:roóadas. W Q núruen:.'l de linhagens assocfadas com ll!lll\ ou mais linhagens da mesma esrola. Z <:> oúmero de linlmgens xm 
associação oom ootms li:nbagens da,<; mM>mas ou diferentes esrola.<> e classes S(X:ioooonômicas. 
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Figura 23. Dendrogramas de similaridade para as linhagens de (fmdiáa albicans 
i~oladas de escolares representativos da escola MA 

X = 0,7392 ± 0,0822 
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As linhagens de Candida albicans isoladas de escolares 

pertencentes a escola MA mostrararo-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,637 (63,7%) e 0,857 (85,7%), A quantidade dos diferentes 

"clusters" formados em diferentes linhas de corte nos dendrogramas, bem como 

as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualizados nas tabelas 

14 e 14.1 abaixo, 

Tabela 14. Diferentes "dusters" :formados em diferentes Unhas de corte nos 
dendrogramas de similaridade para a escola MA 

Linha de Número de % Número de Linhagens/Classe 
Corte Linhagem/Ctuster CBS-562 A ll 

6.6000 Cluster I 7 100,0 l í 5 ·------ ---
0.7000 Cluster 1 4 57,1 j 2 

Não agrupadas 3 42,9_ 3 
O,!ll!OO CJuster 1 2 28,6 l 

_ Não agru_padas 5 71,4 4 
0.9000 _ Não agrupadas 7 100,0 l l 5 

Média Cluster 1 4 57,1 l l 2 
(0.7392) Não agrupadas 3 42,9 3 

Tabela 14.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de 
corte nos dendrogramas de similaridade para a escola MA 

Linha de Corte X w z 
60% 5 6 o 
70% 3 3 
80% o o 6 
90'% o o 6 

Média (73.9%) 2 3 3 

x q número de !infliigens a.<;sociadas C<Jrn um ou mai~ J.inhagens de da.sses ~ooioeroni\mica~ igm:;ít e difilL~, porW'rto, no minimo com 

duas !inlmps associad:K w q nú1ncro de !íllllaglllnsassociadas oom uma ou mais linimgens da mesma CSGO!a. Z <> núrooro de linlt:iigens wn 
a.%<:>eiaçil:<.J com ou!nls linhagens das mesmas ou diferemes esoo!as e d::.s.<;e& wciooorm&mi~ 
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Figura 24. Dendrogramas de similaridade para as linhagens de Candida albícans 
isoladas de escolares representativos da escola MEP 
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As linhagens de Candida a/bicans isoladaq de escolares 

pertencentes a escola MEP mostraram-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,7339 (73,4%) e 0,9500 (95%), A quantidade dos diferentes 

"clusters" formados em diferentes linhas de corte nos dendrogramas, bem como 

as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualizados nas tabelas 

!5 e l5J abaixo. 

Tabela 15, Diferentes ''clusters" formados .... diferentes linhas de corte nos 
dendrogramas de .similaridade para a escola MEP 

Linha de Número de % Nlunero de Lilílhagens/Classe 
Corte Lillhaestctuster CBS-562 B c n -0,6000 Cluster 1 8 !00,0 l l 4 2 ___ , 
0,7000 Cluster 1 8 100,0 1 ~---1_, 4 2 
0,11000 Cluster 1 2 25,0 1 

Ciuster 11 5 62,5 l 4 
Nãoagrgpadas ___ I 12.5 _____ l_ 

0,9000 Cluster 1 2 25,0 I l 
Cluster 11 4 50,0 4 

Não~ 2 15,0 1 I 
Média Cluster 1 2 25,0 l l 

(0,8653) C!uster .l1 4 50,0 4 
Não !lfl"l"'Ó8S 2 25,0 l l 

Tabela 15.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de 
corte nos dendrograma.s de similaridade para a escola :M:EP 

Linha de Corte X "' z 
60% 6 7 o 
70% 6 7 o 
80% 4 s 2 
90% o 4 3 

Média (86,5%} o 4 3 

X ç, m'imJztt de lin1lagms associadas oom uma ou Jrulis li.nllagens de dMWi EiX:"loecooõmiQM i,!l'IJ!.I.Í§ s.@~1l!\ ~' oo miniwo wm 
duas hubag>-'!1!'- w;scct~<k<c w ~ n:6n:w:ro de lililmg<=J «..~w.::iada~ <::<:m:~ 'llm» ou m<~.is fuili«genu & =a escola Z ~ uúmwo 41 linhag<:rUJ = 
a&~ OJm ml'l:t'm; ~das m~smas oo diferentes e5CO!as e G!a:J= S{)ci001X'>ll.ÕllÚCS.~-
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2.3 Análise dos dendrogramas de similaridade contendo todos os isolados 

As linhagens de Candida albicans foram analisadas em conjunto, a 

partir de um único dendrograma. comparando-se a dispersão dos graus de 

similaridade, a formação de "clusters" em diferentes linhas de corte e os graus 

de associação para cada linhagem em relação a outra. levando-se em 

consideração suas classes socioeconômicas e suas escolas. 

Figura 25a. Dendrogramas de similaridade para as linhagens de Candida albicans 
isoladas de escolares de cinco classes socioeconômicas, rom linhas de corte em 0.6000 
(60%) e 0.7000 {70%) 

0.7000 

~···· 

'·'" -
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Figura 25b. Dendrogramas de similaridade para as linhagens de (àndida albicans 
isoladas de t"Scolares de cinco classes socioeconômicas, com linhas de corte no valor 
médio 
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Figura 25c. Dendrogramas: de similaridade para as linhagens de Candida albit:ans 
isoladas de escolares de cinco classes socioeconômicas, com linhas de corte em 0.8000 
(80%). 0.9000 (90%) 

n.sooo 0_9Gü0 

'' ''' ,I, 

As linhagens de Candida albicans isoladas de escolares de cmco 

classes socioeconômícas mostraram-se associadas com graus de similaridade 

variando entre 0,4990 (49,9%) e !,0 (100%). A quantidade dos diferentes 

"clusters" fi:>rmados em diferentes linhas de corte nos dendrogramas, bem como 

as diferentes associações entre as linhagens podem ser visualizados nas tabelas 

16 e 16.1 abaixo. 
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Tabela 16. Diferentes '"elusters" formados em diferentes linhas de corte nos 
dendrogra:mas de similaridade para escolares de cinco classes socioeconômicas 

Núm«(l 11111' % Número <W LimhagensfCla.'%1e. NúmtfU dt UnbagenstE~retda 
A • E 

,_ 
AV cs n: fMC H>' LAE MEP MA 

I 
Ciu;1~r f! 4 5,3 4 4 
Ouster Jlf 2 2,6 
OYSU!rlV 7 9,2 5 4 
CJusM V 2 2,6 

Nà<>llgnl~ I 1,4 l 

6.1000 Oustu l 9 1!,8 7 5 2 
C!w:tfff li 3 3,9 
Oustw Jlf 2 v; 2 
CJus!>!!'!V 4 5,3 l 2 2 
CiUJ!II?J'll 20 26,3 6 2 ' 4 4 5 5 3 
CIIISter VI 3 H 3 l 2 
Clustlff VIr 15 19,7 3 lO 3 4 3 2 
CfWiler 171 3 3,9 3 2 
C!Wili:r !X 3 3,9 2 2 
ClmteX 2 2,6 2 I 

N!i4aj;!U~ 12 16,1 3 3 3 2 3 2 3 2 -----------------
UI)J)I) ClunerJ 2 2,6 

CfUSI&!f J 3,9 3 2 
Ow:tfff Jll 4 5~ 4 J 
Clusttff IV 2 2,6 
CIUS!ir!'V 2 2,6 2 
Chi3!Y H 2 1)5 2 2 
Ctmterm 4 53 4 2 
CbJStt:r f!J!f A 7,9 2 4 5 1 
ClYSU!r !X lO 13,2 2 2 6 2 3 5 

C1umrX 3 3,9 3 1 2 
Cl=t=X! 2 2,6 2 
C!WJt~r Xlf 6 1,9 4 3 
C!r.<St<rt' XJ{j 2 2,6 I I 
Omtm-XJV 2 2,6 2 2 
Nk>ll@\l~ 26 34,4 !O 4 4 5 J 2 4 4 3 ' J ----- ------------0.9000 Clumrr J 4 3,9 3 2 I 

CbJSUfff{ 4 5,3 4 2 
Cf!fj'Uff"f!J 3 3,9 2 2 
CfW~Ut" !l1 3 3,2 2 1 I 

C!w:tfff ffl 5 6,6 l 4 2 3 
Cfust<fffff 2 26 1 
Ou.>i~r flf 2 1,6 2 
C!I<S!er 1!1 2 2,6 2 
Chme:r !f1 3 3,6 2 2 
Cfusser f!! 2 2,6 2 1 -- " 63,4 _!1_, 7 ' !O 9 3 3 4 12 4 !O 3 4 

Mé.dia Cl:uner l 5 6,6 3 2 l 

{6.7&80) CliJSter- i! 4 5J 4 3 I 
CIYSU!rlll 3 3,9 
Cium;F}V 2 2,6 2 
CiUSI&V 2 2,6 2 2 
Cluster VI 4 5) 4 2 

01fl!iW/11f 6 7,9 2 4 5 l 

0W511fr Nff lO 137 2 ' 6 2 3 5 
CfWJJw IX 2 2,6 2 l 

Ciusi<!~X 5 M 2 3 2 

ClmterXJ 6 7,9 6 3 
Cluster X! f 2 2,6 I 
OUSM>XJIJ 2 2i> 2 2 
:-1'00~ 23 30.3 ' 4 4 5 2 2 3 4 3 7 2 
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Tabela 16.1. Diferentes associações obtidas entre linhagens com diferentes linhas de 
corte nos dendrogramas de simila-ridade para escolares de cinco classes socioeeonômicas 

Linha de Corte X y z 
60% 64 66 l 
76'% 45 47 12 
00% 21 28 26 
90% 9 11 48 

Média (78,8%) 24 27 23 

X-.::> número de linhagens associadas com uma ou mais linhagens de classes sociaeconõmicas iguais e rlife1:ent~ portanto, no miuimo com 

duas !ínhag~s associa<.iaR y O número de linhagens :I!SS(X:iadaS com uma ou mais linhag{;IJS de escolas iguais e diferenll:s, port:Wio, no 

mini.mo oom duas !inimgeru; assoeiadai>- z -.::> nUmero de linhagens sem asoociaçâíl com outms linhagens dult mesma5 1m dífe:ren:tes e:scolas e 
cla:rn1s :mck>=nõmi= 

3. A valiaçíio da reprodutibilidade 

Após o processamento das imagens dos géis, as bandas protéicas da 

linhagem padrão de Candida albicans CBS-562 dos diferentes géis foram 

convertidas em valores numéricos em relação as respectivas massas 

moleculares, as quais puderam ser analisadas dois a dois em uma matriz de 

dados binários e, empregando-se um intervalo de confiança de ± 1,245 kDa 

(Tabela ! 7). 

A utilização do coeficiente de associação (similaridade) de Dice 

possibilitou a construção de uma matriz de similaridade (S), onde encontram-se 

disponíveis os valores de similaridade da linhagem padrão CBS-562 analisada 

em diferentes géis (Tabela 18). 
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T.abe.la 17~ !\'[atriz de dados binários ret>re:sentativos dos valores de massas moleculares 
de cada banda protéica da linhagem padrão de Candida alhicans CBS~562, em diferentes 
géis com intervalo tle confiança de ± 1,245 kDa 

Intervalo de ç,onfianca CBS 562 
l->2,49 >---1 l 2 3 4 5 6 7 • 9 lil I! 

635 65.99 1 1 
51 63.49 

58,5 60.99 

56 58.49 

53,5 55/:)9 

51 53.49 

4&5 5fl.99 

" 4fM9 

43,5 45.99 

" -t3.49 

JjJS 40.99 

36 38,49 
JJ 3U9 

28,5 Jf}j)'!J 

16 18.49 
1.?,5 15,.99 

11 23.49 

JSS ]f},f;f} 

Tabcla 18. Matriz de similaridade (S) para onze repetições da linhagem padrão de 
Camiiila llibicaltS CBS-562 em diferentes géis 

1 2 3 5 6 7 8 9 lO 11 
-- ------~--~--~---~---·~·---~ .. --~---

1,000 
0,744 t,OOO 
0,722 0,722 1,000 
0,895 0,895 0,789 1,000 

0,889 0,889 0,722 0,895 !,000 
{t737 0,737 0,737 0,750 0,842 1,00() 
0,865 0,865 0,703 ü)F2 0,919 0,821 !,000 
0,900 0,900 0,750 0,905 0,900 0,&10 0,927 1,000 

9 0,700 0,700 0,700 0,762 0,800 0,714 0,732 0,773 l.,OOO 

lO 0,789 0,789 0,789 0,850 0,737 0,650 0,718 0,762 O,RlU tooo 
H 0,750 0,750 OJWO 0,714 0,750 0,810 0,683 0,713 0,818 0,762 l.,DOO 

-·~-

____j 
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Essa matriz de similaridade (S), analisada através do método de 

agrupamento UPGMA, gerou o dendrograma de similaridade que possibilitou a 

avaliação dos graus de similaridade existentes entre as repetições da linhagem 

padrão de Candida albicans CBS-562 em diferentes géis (Figura 26). 

Figura 26. A - Dendrogra:ma de similaridade para as repetições da linhagem padrão de 
l:'andida albicans CBS-562 em diferentes géi.s. B - Perfis protéicos das repetições da 
linhagem padrão de Canáida albicans CBS-562 em 11 géis 

O,ll 6.1! O. !I 

L----------------~ 

,---------------m 

Lr : 
ll 

---------·-·-·-

Os pertis protéicos da linhagem padrão de Candída albicans CBS-

562 em diferentes géis, analisadas pelo dendrograma de similaridade, 

mostraram-se associados com graus de similaridade variando entre 0,74 e 0,94. 

O dendrograma derivado de sua matriz de similaridade (S), também 

fomecen uma matriz de correlação de valores cotlméticos (C), através do 

programa COPHENETIC VALUES (Tabela 18). 
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Tabela 19. Matriz de correlação cofenétlca para as onze repel!ções da linhagem padrão 
de Candida nibicans CBS-562 em diferentes géls 

-----f~J~--~4~--~5~--~---~7--~8~ 
l LOOO 

9 

21 0,944 1,000 
31 0,745 0,745 1,000 
4· 0,895 0,895 0,745 
51 0,887 OJ\.87 0,745 
6 0,783 0,783 0,745 
71 0,887 0,887 0,745 
8! 0,887 0,887 0,745 
91 0,745 0,745 0,768 

lO 0,745 0,745 0,789 
nl 0,745 o,745 o,768 

I 

1,000 
0,887 
0,783 
0,887 
0,887 
0,745 
0,745 
0,74:5 

1,000 
0,783 
0,009 
0,009 
0,745 
0,745 
0,745 

1,000 
0,783 
0,783 
0,745 
0,745 
0,745 

1,000 
0,927 
0,745 
0,745 
0,74:5 

1,000 
0,745 
0,745 
0,745 

1,000 
0,768 
0,818 

1,000 
0,768 1,000 

Empregando-se o programa MATR!X COMPARISON, o 

coeficiente de correlação cofenética calculado entre a matriz de similaridade (S) 

e a matriz de valor cofenético (C), foi rcs= 0,87837 (Figura 27). 

:Figura 27. Coeficiente de correlação ctifenético (rcs) calculado entre S e C para onze 
repetições da linhagem padrão de Cardida nibicans CBS-562 em diferentes géis 
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Matriz de Símil.aridade (S) <> Dendrog:rama de Similaridade Q Matriz Cofenétka (C) 

! ' ft:t= 0,8~~~7-1 

A matriz de siu:illaridade (S) contém os v.Uores originais de associação entre UTOs. A matriz cofenêtica (C) 
representa os valores de associação assinalados no dendrog:rama de similaridade UPGMA, o qual ê gerado a 
partir da matriz de similari~ O coeficiente de correlação cofenética (rc:;) é a correlação entre os pares 
correspondentes de Se C. 
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DISCUSSÃO 

A análise dos perfis eletroforéticos de proteínas, associados com 

sistemas estatísticos computadorizados, tem possibilitado a identificação, a 

classificação, a comparação e, ainda, a reclassificação de linhagens, espécies e 

gêneros de bactérias (KERSTERS & DE LEY, 1975; TANNER, 1986; 

COSTAS et ai., 1987) e leveduras (MAIDEN & TANNER, 1991; 

VANCANNEYT et ai., 1991; VANCANNEYT et ai., 1992; HOFLING et ai., 

1998), em levantamentos taxonômicos e epidemiológicos. Na presente pesquisa, 

amostras de Candida aibicans isoladas da cavidade oral de escolares, com idade 

variando entre 6 e 9 anos, provenientes de diversas categorias socioeconômicas 

e escolas, foram analisadas aplicando-se a técnica de SDS-PAGE e análise 

numérica. 

As figuras de I a 11 mostram os resultados dos perfis 

eletroforétícos obtidos a partir de setenta e cinco linhagens de Candida albicans 

e da linhagem padrão CBS-562 os quais contém, em média, 20 bandas por 

"lane", dentro de um intervalo de massas moleculares variando entre 18,4 kDa e 

66 kDa. Esses perfis protéicos foram relativamente similares entre si, com 

poucas variações infraespecíficas perceptíveis, quando comparadas visualmente. 

ROSA (1997), empregando um intervalo de massas moleculares semelhantes, 

observou que bandas com massas superiores a 45 kDa se repetem ua maioria das 

espécies, sugerindo que possam ser representativas do gênero ou de uma 

instância maior. Na tentativa de se encontrar uma região dos "lanes" que 

contivesse um maior número de bandas que permitissem uma interpretação em 

termos de polimorfismo infraespecífico, optou-se por analisar bandas 

compreendidas num intervalo de massas moleculares de 18,8 kDa a 66 kDa. Os 
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dados obtidos decorrentes de tal procedimento, mostraram-se sugestivos de 

expressar essa variabilidade, permitindo o acesso à um certo grau de 

polimorfismo, que pode ser observado a posteriori nos dendrogramas. 

A análise da reprodutibilidade dos perfis eletroforéticos foi 

acessada através da inclusão da linhagem padrão CBS-562 aplicada nos onze 

géis. KERSTERS & DE LEY (1975) salientam que alguns fatores podem afetar 

a reprodutibilidade eletroforética, tais como, condições de crescimento, 

velocidade de centrifugação dos extratos e condições de eletroforese em gel. 

Nesse trabalho, foram realizadas padronizações prévias das condições acima, 

buscando minimizar possíveis desvios de reprodutibilidade. O valor de 

similaridade mínima encontrado entre essas repetições foi S0 min. > 0,74. Tal 

valor pode parecer insuficiente quando comparados com outros obtidos por 

COSTAS et ai. (1989) que obteve um r <:: 0,94 trabalhando com Enterobacter 

cloacae e HOLMES et a!. (1990) obtendo um valor r <:: 0,97 para Serratia 

marcescens, ou mesmo VANCANNEYT et a!. (1991) que empregou Pichia 

fermentans e obteve uma reprodutibilidade r <:: 0,94. Além disso, cabe salientar 

que esses autores aplicaram em suas análises o coeficiente de correlação 

baseado no momento de Pearson (r), que analisa caracteres quantitativos não 

plotáveis em tabelas de dados binários. Nossos valores de similaridade foram 

obtidos empregando-se o coeficiente de associação (similaridade) de Dice que 

permite uma análise qualitativa baseada na presença e ausência de um dado 

caracter, dessa maneira podendo ser utilizado em tabelas de dados binários. 

Esses autores empregaram o recurso de se determinar a reprodutibilidade 

tomando-se o valor de similaridade que forma os "clusters" com as repetições 

dentro dos dendrograrnas finais, onde encontram-se as outras amostras 

envolvidas nos estudos. Tal procedimento aumenta a compactação desses 
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"clusters" levando a um aparente aumento nos índices de reprodutibilidade. 

Além disso, comparam a reprodutibilidade dos géis utilizando repetições de um 

mesmo microrganismo entre diferentes géis e num mesmo gel, o que tende a 

maximizar os valores de similaridade (ou mesmo de correlação), visto que a 

variabilidade dentro de um mesmo gel é menor, uma vez que as condições de 

eletroforese são as mesmas. Na presente pesquisa, nos propusemos a usar um 

recurso alternativo, onde as repetições são analisadas índependentemente das 

demais amostras, em um dendrograma isolado (Figura 26), evitando a 

ínterferência dessas variáveis. Nossos resultados de reprodutibilidade foram 

obtidos utilizando-se uma repetição da linhagem padrão CBS-562 para cada gel. 

Esses resultados demonstraram que tal recurso não contribuiu satisfatoriamente 

na maximização dos valores de similaridade, talvez, em parte, devido ao número 

de géis (onze géis) envolvidos no estudo. 

Na análise numérica, diferentes intervalos de confiança aplicados 

na construção das matrizes de dados bínários (±0,25; ±0,5; ±0,75; ±1,0 e 

±1,25), diferentes coeficientes de associação (Simple Matching, Jaccard e Dice) 

e o coeficiente de correlação baseado no momento de Pearson, foram 

comparados, de maneira tal, que pennitissem a maximização do valor de 

similaridade mínimo que delimita a árvore fenética, a qual contém as repetições 

da linhagem padrão CBS-562. Dentre todas as combínações possíveis, o 

intervalo de confiança ± 1,25 e o coeficiente de associação de Dice foram 

aqueles que melhor responderam a tal critério, pennitindo sua extrapolação para 

as demais análises. Esse critério está em concordância com BORIOLLO et ai. 

(1999) e GUILLAMÓN et ai. (1993), os quais relatam que o coeficiente de Dice 

pode maximizar os valores de similaridade mínimos num dendrograma, com 

ênfàse na análise numérica de leveduras. 
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Na avaliação do algoritmo UPGMA, o qual organiza as UTOs em 

"clusters" na construção dos dendrogramas, um coeficiente de correlação 

cofenética (rcs) foi computado entre os elementos correspondentes da matriz de 

similaridade (S) e da matriz de valores cofenéticos (C) derivada dos 

dendrogramas. O coeficiente de correlação cofenética é uma medida de 

comparação entre valores de similaridade representados na matriz de valores 

cofenéticos (ou nos dendrogramas) e aqueles representados na matriz de 

similaridade (S) (SOKAL & ROHLF, 1962; SOKAL & ROHLF, 1970). Os 

diferentes coeficientes de correlação cofenética derivados da análise das classes 

socioeconômicas variaram entre rcs = O, 7856 e rcs = 0,8553; para as diferentes 

escolas variaram entre rcs = O, 7951 e rcs = 0,9044; para o dendrograma geral 

envolvendo todos os isolados foi rcs = O, 7370; e para o teste de 

reprodutibilidade foi rcs = 0,8784. De modo geral, os coeficientes de correlação 

cofonética obtidos estão compreendidos entre 0,60 e 0,95 (SNEATH & SOKAL, 

1973) e entre 0,74 e 0,90 (SOKAL & ROHLF, 1970), valores esses 

considerados aceitáveis, em análises dessa natureza, corroborando dessa 

maneira com os achados de FARRIS (1969), o qual ressaltou o fato de que o 

algoritmo UPGMA tende a maximizar os valores rcs- Esses resultados, quando 

analisados em conjunto, sugerem que métodos de agrupamento baseados em 

critérios eqüitativos, seqüenciais, aglomerativos e hierárquicos (SAHN 

clustering methods ), como no caso, o UPGMA, são úteis na construção de 

dendrogramas para fins de estudos epidemiológicos envolvendo essa espécie de 

rnicrorgarüsnao. 

Conforme pode ser observado nas figuras 12 a 25, quando são 

traçadas linhas de corte em 60%, 70%, 80% e 90% de similaridade, ocorre uma 

redução na formação no número de "clusters" bem como na composição de 

outros. Esses resultados estão em concordância com aqueles relatados por 
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SNEATH & SOKAL (1962), cuja tese prevê a redução do número das UTOs em 

seus "clusters" a medida que são traçadas tais linhas de corte, concomitante com 

a manutenção da ordenação dessas UTOs nas árvores fenéticas. De forma 

convergente, a redução do número de "clusters" e dos componentes de outros 

"clusters" implica numa redução das possíveis associações entre as UTOs, 

conforme pode ser visto nas tabelas 3.1, 4.1, 5.1, 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 10.1, 11.1, 

12.1, 13.1, 14.1, 15.1 e 16.1. 

Em decorrência do fato de nenhuma das linhas de corte traçadas em 

valores arbitrários permitir uma avaliação nas possíveis associações, optou-se 

por se analisar a formação de "clusters" formados a partir do ponto médio de 

similaridade, conforme empregado primeiramente por PUJOL et a/. (1997). Tal 

recurso, quando empregado na análise do polimorfismo de diferentes espécies 

de Candida acessada através da avaliação dos perfis de desidrogenases, permitiu 

à ROSA et ai. (1999) obterem "clusters" monoespecíficos e multiespecíficos 

com capacidade discriminatória superior àquela obtida, se houvessem aplicado a 

linha de corte em um valor arbitrário de S = 0,80, como preconizado por 

HELLSTEIN et ai. (1993), o que justifica o traçado de linhas de corte flexíveis 

obtidas a partir do ponto médio de similaridade em dendrogramas construídos a 

partir de variáveis processadas por coeficientes de associação. Ainda, SNEATH 

(1989) ressalta que linhas de corte traçadas arbitrariamente não correspondem a 

critérios objetivos para estabelecer diferentes posições taxonômicas ou 

epidemiológicas. 

Os dendrogramas cortados por traços perpendiculares dispostos nos 

limites de similaridade de 60%, 70%, 80%, 90% e no ponto da similaridade 

média encerram vários "clusters" mistos contendo múltiplos isolados oriundos 

de escolares provenientes das classes socioeconômicas A, B, C, D e E, bem 

como das diferentes escolas e no dendrograma geral (Figuras 12 a 25 e Tabelas 
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3 a 16), demonstrando que a composição desses "clusters" independe dos fatores 

classe socioeconômica e escola. Tal comportamento já havia sido apontado por 

MATEE et ai. (1996), que não conseguiram estabelecer uma correlação positiva 

entre a predominãncia de diferentes biotipos de Candida albicans e fatores 

exógenos tais como idade, gênero e hábitos alimentares para uma população 

infantil africana, devido a dispersão e diversidade desses biotipos na população 

estudada. O fenômeno de formação multiqualitativa de "clusters" foi 

recentemente descrito por SCHMID et ai. (1999), que utilizando a técnica de 

hibridação pela sonda Ca3 aplicada à amostras de Candida albicans 

provenientes de pacientes de diferentes regiões geográficas, observaram a 

ocorrência de agrupamentos heterogêneos de isolados dessa levedura que 

independiam da natureza regional. Nessa linha de investigação, PUJOL et a/. 

(1997) empregaram as técnicas de RAPO (Polimorfimo do DNA Amplificado 

ao Acaso), MLEE (Eletroforese de Enzimas Multilocus) e RFLP (Polimorfismo 

no Comprimento dos Fragmentos de Restrição) com hibridização pelas sondas 

Ca3 e CARE2 na análise epidemiológica de isolados clínicos de Candida 

albicans de origens diversas, concluindo, que somente isolados estritamente 

relacionados (e. g.: isolados de parceiros sexuais, de diferentes sítios anatômicos 

de um mesmo indivíduo ou variantes fenotípicas de um mesmo isolado) podem 

combinar-se com SAB ;o, 0,94 dentro de "clusters" contendo linhagens não 

relacionadas (e.g.: isolados de diferentes regiões geográficas, de indivíduos 

imunocomprometidos e imunocompetentes não relacionados). Esses dados 

mostram, uma vez mais, que os diferentes tipos genéticos dessa espécie 

encontram-se dispersos em diferentes populações ou em parcelas das mesmas, e 

que quando analisados numericamente, tendem a se combinarem mais 

estreitamente, a despeito dos diferentes grupos de onde foram isoladas, o que 

vem, ao menos em parte, esclarecer o fàto de não observarmos prováveis 
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associações entre isolados de escolares relacionados muna mesma escola ou 

classe socioeconômica. 

Os dados coligidos dos estudos levados à efeito nessa pesquisa, 

objetivando estabelecer padrões de agrupamento de isolados de Candida 

albicans provenientes de escolares de diferentes categorias socioeconômicas e 

escolas, mostram a formação de vários "clusters" heterogêneos, sugerindo a 

existência de polimorfismo nessa espécie. A aplicação de proteinas 

intracelulares e análise numérica, permite a determinação preliminar dos 

agrupamentos desses isolados, independentemente de suas origens. Contudo, a 

diversidade e heterogeneidade dos "clnsters", formados nos dendrogramas, 

sugerem que a caracterização infraespecífica mais apurada deve envolver 

marcadores menos sujeitos a interferências de expressão, como por exemplo, 

aqueles que exploram o polimorfismo de ácidos nucléicos. 
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CONCLUSÕES 

1. A análise do perfil de proteínas intracelulares das amostras de Candida 

albicans, isolados da cavidade oral de escolares, originou diversos 

dendrogramas que apresentam "clusters" com caracteristicas heterogêneas. 

2. A associação entre as amostras, presentes nos dendrogramas, independe dos 

fatores estudados, como classes socioeconômicas e escolas. 

3. A heterogeneidade dos "clusters", revelados pelos diversos dendrogramas, é 

significativo da existência de polimorfismo nessa espécie. 

4. A aplicação de proteínas intracelulares e análise numérica, permite a 

determinação preliminar dos 

independentemente de suas origens. 

agrupamentos desses isolados, 

5. A diversidade e heterogeneidade dos "clusters", detectáveis nos diversos 

dendrogramas, obtidos pela análise do perftl eletroforético de proteínas 

intracelulares de Candida albicans, sugerem que à caracterização 

infraespecífica mais apurada deve envolver marcadores menos sujeitos a 

interferências de expressão, como por exemplo, aqueles que exploram o 

polimorfismo de ácidos nucléicos. 
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APÊNDICES 

1. Critérios de Classificação Socioeconômica dos Escolares 

ITEM DE SISTEMA DE PONTOS 
CONFORTO o 1 2 3 4 5 6ou+ 

Televisor o 2 4 6 8 lO 12 
Rádio o I 2 3 4 5 6 

Banheiro o 2 4 6 8 lO 12 
Automóvel o 4 8 12 16 16 16 
Empregada o 6 12 18 24 24 24 

Aspirador de pó o 5 5 5 5 5 5 

Máquina de lavar o 2 2 2 2 2 2 

GRAU DE INSTRUÇÃO NUMERO DE PONTOS 

até o primário incompleto 
até o ginasial incompleto 

até o colegial incompleto 
até o superior incompleto 

com superior completo 

DEFINIÇÃO DAS CLASSES 

o 
I 

3 

5 

lO 

CLASSES PONTOS 

A 35oo+ 
B 21a35 
C IOaW 

D 5a9 
E ~4 
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2. Meios de Cultura 

2.1 Meio Completo para Leveduras (MCL) 

(• Peptona 

•!• Extrato de levedura 

•!• Fosfato dibásico de potássio 

•!• Glicose 

•!• Ágar 

•!• Água destilada 

2.2 Y east Peptone Dextrose (YPD) 

•!• Extrato de levedura 

•!• Peptona 

•!• Glicose 

-t• Água destilada 

3. Soluções 

3.1 Acrilamida/Bis (30 % T; 2,6 % C) 
•!• Acrilamida 

•!• Bis 

10 g 

10 g 

0,5 g 
20 g 

20 g 

q.s.p. 1.000 mL 

!Og 

!Og 

20 g 

q.s.p. 1.000 mL 

73 g 

2g 
Adicionar 250 mL de água desmineralizada Filtrar a solução e annazená-la em geladeira Usar máscara e evitar 
o contato dos componentes amlicos com a pele. Manusear com extremo cuidado, pois esses componentes são 
new-otóx.icos, enquanto em sua forma moo.ômera. 

3.2 Corante 

•!• Azul Brilhante de Coomassie G-250 

•!• Fixador PAGE 

3.3 Descorante 
•!• Ácido acético 

•!• Metanol 

•!• Água destilada 

3.4 Fixador PAGE 

•!• Metanol 

•!• Ácido acético glacial 

•!• Água destilada 

100mg 

100mL 

IOOmL 

250mL 

q.s.p. 1.000 mL 

45mL 

!OmL 

45mL 



3.5 Fixadora 
•:• Ácido sulfossalic11ico 

•:• Água destilada 

3.6 Gel Empilhador (Stacking Gel) a 4,5% 
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12,5 g 
q.s.p. 100 mL 

Cálculo para 30 mL de solução, suficientes para dois géis de 140 mm x 160 mm x 0,75 mm (16,8 mL) 

•!• Tris HCI 0,6173 M pH 6,8 1,5 mL 

•!• Solução de acrilamida 2,25 mL 
•!• Solução de persulfato de amônia 0,05 mL 
•!• TEMED 0,01 mL 

•:• SDS 10% 

•:• Água destilada 

3. 7 Gel Separador (Running Gel) a 12,5% 

0,2mL 

11,15 mL 

Cálculo para 30 mL de solução, suficientes para dois géis de 140 mm x 160 mm x 0,75 mm (16,8 mL) 

•!• Tampão Tris HCI3,778 M pH 8,9 3 mL 
•!• Solução de acrilamida 
•!• Solução de persulfato de amônia 

•!• TEMED 

•!• SDS lO% 

•!• Água destilada 

3.8 Persulfato de Amônia 
•!• Persulfato de amônia 

•!• Água destilada 

3.9 Reagente de BRADFORD (1976) 

•!• Coomassie Brilhant Blue G-250 
•!• Metanol ou Etanol 

•!• Ácido fosfórico 85% (H,PO.) 
•!• Água destilada 

12,5 mL 
0,1 mL 
0,01 mL 
0,2mL 

14,3 mL 

0,05 g 
5mL 

200mg 
50mL 
IOOmL 

q.s.p. 1.000 mL 
Dissolver 200 mg de Azul Brilhante de Coomassie em 50 mL de metanol ou etanol. Misturar cuidadosamente 
por 2 horas e, após homogeneização, adicionar lentamente 100 mL de H3P04 (ácido fosfôrico) a 85 %. Misturar 
novamente por mais 2 horas, deixar em repouso por 24 horas e completar o volume com água destilada para 
1.000 mL. Dcixar em repouso por 24 horas e filtrar em ultraflltro Millipore (OA5 J.lDl de duas camadas). A 
preparação deve ser marrom~lara (cor de chá mate). Armazenar em geladeira, em frasco escuro. 

3.10 SDS a 10 % 

•!• SDS 

•!• Água destilada 

!Og 

q.s.p. I 00 mL 
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3.11 Tampão Dissociaote de ALFENAS et ai. (1991) 

•:• G licero I 
•lo Tris HCI 0,61 M pH 6,8 

·:· Azul de Bromofenol 

·:· f3- mercaptoetanol 

·:· SDS 

·:· Água destilada 

3.12 Tampão do Tanque (Eletrodo): Tris-Glicioa pH 8,9 (10X) 

•!• r ris base 

•:• Glicina 

5mL 
2,5mL 

2,5 mg 

0,5mL 

0,5 g 

q.s.p. 25 mL 

63,2 g + 
39,9 g 

Adicionar aproximadamente 900 mL de água destilada. Sob agitação, dissolver os produtos e completar o 
volume para 1.000 mL. O pH da solução fica em tomo de 9.2. Filtrar a solução e armazená-la em geladeira. 
Diluir a solução a 1:10 antes do uso. O pH atingirá aproximadamente 8,9. 

3.13 Tampão Tris-HCI 0,6173 M pH 6,8 

•:• Tris 7,475 g 
Adicionar aproximadamente 50 mL de água desmineralizada e titular com HCI concentrado para pH 6,8. 
Completar o volume para 100 mL. Filtrar a solução e armazená-la à temperatura ambiente. 

3.14 Tampão Tris-HCI3, 778 M pH 8,9 

•:• Tris 45,75 g 
Adicionar aproximadamente 60 mL de água desmineralizada. A água deve ser previamente aquecida para 
facilitar a dissolução. Após o esfriamento, titular com HCI concentrado para pH 8,9. Completar o volume para 
100 mL. Filtrar a solução e armazená-la à temperntura ambiente. 


