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Resumo

Objetivos:

Avaliar a prevaléncia do género Candida sp. na cavidade oral de individuos diabéticos e
ndo diabéticos, ambos ndo portadores de protese dentaria; avaliar os fatores de
viruléncia de Candida sp. associados as espécies isoladas e ao grupo portador e
relacionar os valores de HbAlc com a colonizagdo por Candida sp..

Material e Métodos:

A amostra incluiu 117 individuos de ambos os géneros. A recolha das amostras foi
efetuada na Clinica Dentaria Universitaria do ISCSEM e no laboratério de analises
clinicas Lumilabo. Apos leitura e assinatura do consentimento informado, foi recolhida
uma amostra da mucosa oral com auxilio de uma zaragatoa estéril com meio de
transporte. No laboratdrio de Microbiologia do ISCSEM, as amostras foram inoculadas
em meios especificos e identificadas, para que se realizassem os testes fenotipicos. Para
tratamento estatistico foi usado o programa IBM SPSS.

Resultados:

Dos individuos incluidos na amostra, 56,4% eram diabéticos, e 43,6% pertenciam ao
grupo controlo. Foi possivel verificar a presenga de Candida sp. em 43,9% no grupo de
estudo e 17,6% no grupo controlo. Candida albicans (C. albicans) foi a espécie mais
prevalente. Quanto a capacidade de expressar: (i) proteinases, verificou-se que das 38
estirpes isoladas, 36,8% expressaram estas enzimas e 29% correspondiam a estirpes
isoladas da cavidade oral de diabéticos; (ii) fosfolipases, verificou-se que 68,4%
produziram estas enzimas e 50% foram isoladas de diabéticos.

Quanto a HbAlc > 6,5% vs colonizagdo por Candida sp.: 67,9% apresentavam HbAlc
> 6,5% e estavam colonizados e 72,4% tinham HbAlc > 6,5 mas ndo estavam
colonizados por estes fungos leveduriformes.

Conclusao:

Ser diabético ¢ um fator importante para a coloniza¢do por Candida sp. na cavidade
oral.

C. albicans foi a espécie mais prevalente e a que apresentou maior capacidade de
expressar proteinases e fosfolipases. A HbAlc descontrolada ndo apresentou significado
estatistico para colonizacdo por Candida sp.

Palavras Chave:

Candida sp., Cavidade Oral, Diabetes mellitus, Enzimas extracelulares
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Abstract

Objectives:

Evaluate the prevalence of Candida sp. in the oral cavity of diabetics and non-diabetics,
both non-carriers of dental prosthesis; assess the virulence factors of Candida sp.
associated to single species and bearer group and relate HbA1c values with colonization
by Candida sp.

Material and methods:

The sample included 117 individuals of both genders. The collection of samples was
performed at the University Dental Clinic of ISCSEM and laboratory analyzes
Lumilabo clinics. After reading and signing the informed consent, a sample of the oral
mucosa was collected with the aid of sterile swabs as transport medium. At the
microbiology laboratory of ISCSEM, the samples were inoculated in specific mediums
and identified so that the phenotypic tests. For statistical analysis we used the SPSS
program.

Results:

The sample included 56,4% individuals with diabetes, and 43,6% without diabetes. It
was possible to verify the presence of Candida sp. 43,9% in study group and 17,6% the
control group. Candida albicans (C. albicans) was the most prevalent species.
Concerning the ability to express: (i) proteinase, it was found that of 38 isolated strains,
expressed only 36,8% these enzymes and 29% correspond to strains isolated from the
oral cavity of diabetic; (ii) phospholipases, it was found that these enzymes were
produced by 68,4% of strains and 50% were isolated from diabetic patients.

As for HbAlc > 6,5% vs colonization by Candida sp., 67,9% had HbAlc > 6,5% and
were colonized and 72,4% had HbAlc > 6,5 but were not colonized by these yeast
fungi.

Conclusion:

Being diabetic is an important factor for the colonization of Candida sp. in the oral
cavity.

C. albicans was the most prevalent species and showed a great ability to express
proteinases and phospholipases. The uncontrolled HbAlc does not have a statistical
significance for colonization by Candida sp.

Key words:

Candida sp., Oral Cavity, Diabetes mellitus, extracellular enzymes
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Introdugdo

Introducao

Nos dias que decorrem, os microrganismos encontrados na cavidade oral tém sido
denominados de diversas formas, desde microflora oral, microbiota oral e mais
recentemente de microbioma oral. O termo “microbioma” significa comunidade
ecologica comensal, simbiodtica e microrganismos patogénicos que partilham o mesmo
espaco corporal (Dewhirst et al., 2010).

Assim, verifica-se que a cavidade oral contempla variados habitats microbianos, como
dentes, sulco gengival, lingua, bochecha, ldbio e palato, sendo desse modo susceptivel
ao alojamento de uma grande variedade de microrganismos. Sao cerca de 750 espécies
distintas que originam um dos mais diversificados microbiomas do organismo humano -
microbioma oral — podendo conter virus, protozoarios, bactérias e fungos (Avila,
Ojcius, & Yilmaz, 2009; Cho, Nagao, Imayoshi, & Tanaka, 2014; Dewhirst et al., 2010;
Lopes, 2014; Wade, 2013; Zarco, Vess, & Ginsburg, 2012).

O Homem e os microrganismos comensais tém uma relagdo de hd muitos anos, pois
evoluiram juntos cerca de 2 milhdes de anos e hoje dependem uns dos outros
apresentando beneficios para a satde. No entanto, quando reunidas as condicdes
favoraveis ao desequilibrio, que se manifestam por uma multiplicacdo anormal dos
microrganismos, estes podem ter uma acdo patogénica (Avila et al., 2009).

O simples facto de existir flora comensal na cavidade oral, ¢ uma mais valia no que
respeita ao impedimento de infe¢des patogénicas, uma vez que se verifica o fendmeno
de resisténcia a colonizag¢do. No entanto, perante uma desregulagdo da flora comensal
apos, por exemplo, terapia antimicrobiana, este fenomeno fica comprometido podendo
ocorrer infecdes oportunistas causadas principalmente por Candida sp. e
Staphylococcus aureus (Lopes, 2014).

A incidéncia de infe¢des causadas por fungos tem vindo a aumentar principalmente em
doentes imunocomprometidos, pois ha um desequilibrio na intera¢do agente-hospedeiro,
podendo levar a uma expressao patogénica por parte do fungo (A. P. V. Pereira, 2010).
A Diabetes Mellitus (DM) através dos mecanismos fisiopatologicos vai influenciar o
microbioma oral. A DM define-se como uma alteracdo metabdlica em que os niveis de
glicemia ndo se encontram controlados, nomeadamente a hiperglicemia, que leva a um
aumento de glucose nos fluidos orais e por consequéncia a uma diminui¢do do fluxo
salivar, xerostomia e atrofia da mucosa, condi¢cdes excelentes para o desenvolvimento

de candidoses (Boparai, Amasi, Patil, & Harakuni, 2014; Garcia, Zapata, Sanchez-
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Vargas, & Padilla, 2013; Lopes, 2014; Salerno et al., 2011; Sanchez-Vargas, Estrada-

Barraza, Pozos-Guillen, & Rivas-Caceres, 2013).

Caracteriza¢do de leveduras do género Candida

O género Candida ¢ um fungo ubiquitdrio com comportamento oportunista que pode
fazer parte da flora da cavidade oral, do trato gastrointestinal, do trato genital feminino
e da pele.

Nos individuos portadores de Candida, em geral, verifica-se que cerca de 60 a 70% sao
colonizados por C. albicans, 7% por Candida tropicalis (C. tropicalis) e em menor
percentagem por Candida krusei (C. krusei) e Candida guilliermondii (C.
guilliermondii) (Boparai et al., 2014; Deepa et al., 2014; Garcia et al., 2013; JCO, FP,
NS, AM, & MIS, 2013; Melo & Guerra, 2014; Raju & Rajappa, 2011; Suérez, Inés,
Matilde, & Andrés, 2013).

TAXONOMIA

Taxonomicamente, Candida sp. foi incluida no reino Fungi, divisio Eumycota,
subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes e na familia Cryptococcacea (Giolo
& Svidzinski, 2010).

O género Candida apresenta cerca de 150 espécies, em que cerca de 10 sdo
responsaveis por infecdes no Homem, sendo, em geral, C. albicans a mais isolada na
cavidade oral. Apesar de o numero de espécies patogénicas ser pouco significativo
quando comparado com a abundancia de espécies, verifica-se que estas leveduras sdo a
quarta causa mais comum de infe¢des sistémicas (Frangois, Duncan, & Bernhard, 2013;
A. P. V. Pereira, 2010; Raju & Rajappa, 2011; Sanchez-Vargas et al., 2013; Sudarez et
al., 2013; Zarco et al., 2012).

MORFOLOGIA E MORFONGENESE

Alguns dos microrganismos pertencentes ao género Candida sao dimorficos, (caso dos
fungos pertencentes a C. albicans, Candida dubliniensis (C. dubliniensis) e C.
tropicalis) que se apresentam na maioria das vezes como leveduras. No entanto, podem
ser observadas hifas verdadeiras — tigmotropismo ou pseudo-hifas (leveduras alongadas
unidas entre si) (Figura 1 — C, E), com a excecdo da espécie Candida glabrata (C.

glabrata). Esta sua transformacdo podera ser uma resposta a alteragdes que existam no
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microambiente, como alteracdo de pH e variagdo de temperatura, etc.. Um exemplo
desta transformagdo verifica-se quando estamos perante um pH inferior a 6. Nestas
condi¢des, o fungo apresenta-se sob a forma de levedura, e em situagdes de pH superior
a 7 este apresenta-se sob a forma de hifa (D. L. N. Alves, 2009; Barbedo & Sgarbi,
2010; Barroso, Taveira, & Melico-Silvestre, 2014; Francois et al., 2013; Mayer, Wilson,
& Hube, 2013; Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2011; Pardi & Cardozo, 2002; Raju &
Rajappa, 2011).

Microscopicamente, as leveduras do género Candida sdo bastante semelhantes:
apresentam caracteristicas das células eucariotas, incluindo nucleo, mitocondrias,
complexo de Golgi, membrana celular e parede celular rigida.

Quimicamente, a sua parede celular ¢ constituida por manoproteinas, glucoproteinas e
quitina associadas a outras proteinas estruturais.

Sao classificadas como gram positivas e apresentam uma forma celular circular ou oval
(conidios) com dimensdes de 2 a 8 um por 3 a 14 um ou forma de hifa que pode atingir
centenas de micrometros. Sao células aerobias, podendo, no entanto, desenvolver-se em
condi¢des de anaerobiose. Metabolicamente necessitam de fonte de carbono e ides de
amoénia ou nitrato como fonte de azoto (D. L. N. Alves, 2009; Giolo & Svidzinski,
2010).

Os blastoconidios (conidios) (Figura 1- A) s3o uma forma de apresentacdo do fungo que
pode tornar-se invasiva e patogénica perante um desequilibrio do sistema imunitario.
Reproduzem-se assexuadamente por um processo de divisdo especifico conhecido por
gemulacdo ou divisdo binaria (Figura 1- B) (D. L. N. Alves, 2009; Pardi & Cardozo,
2002).

Macroscopicamente, as leveduras do género Candida sp. em meio Sabouraud dextrose
Agar (SDA) apresentam a coloragdo branca ou creme com aspeto que pode variar de
liso brilhante a rugoso opaco, consoante a espécie. Em meio cromogénico, como o
Brilliance Agar, as diferentes espécies podem ser detetadas de acordo com a cor que
apresentam neste meio, sendo vantajoso identifica-las na mesma amostra. E 1til na
identificacdo presuntiva de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, pela morfologia e cor,
podendo apresentar a cor verde, azul e rosa, respetivamente (Barbedo & Sgarbi, 2010;

Spolidorio, Boriollo, Estrela, & Spolidorio, 2009).
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Figura 1 - Diferentes formas morfologicas de crescimento de C. albicans: A — Blastoconidio; B —

Reprodugdo por gemulagdo; C — Formag@o de Pseudo-hifas; D - Formacdo do tubo germinativo; E —

Formacéo de hifas. (Ampliagdo 400X)

C. albicans

Em particular, a espécie C. albicans forma tubos germinativos (Figura 1- D) € perante
condi¢des ambientais adversas, poderd formar clamiddsporos (estruturas esféricas com
parede muito espessa), estas sdo consideradas estruturas de resisténcia que se formam
quando o fungo se encontra sem os nutrientes essenciais para se desenvolver, estruturas
estas visiveis apenas in vitro. Estas estruturas, sdo esporos grandes com didmetro entre 7
e 8 um que podem originar um pseudomicélio, caracteristica importante que diferencia
C. albicans de outras espécies (Figura 2) (Barbedo & Sgarbi, 2010; Barroso et al., 2014;
Frangois et al., 2013; Pardi & Cardozo, 2002).

Macroscopicamente, C. albicans em meio SDA apresenta colonias de cor branca ou
creme, lisas e brilhantes, com forma convexa e com cheiro caracteristico (Figura3 - A) e
em meio cromogeénico, apresentam cor verde (Barbedo & Sgarbi, 2010; Spolidorio et
al., 2009). Quimicamente, a parede celular ¢ constituida por duas camadas: uma interna
e uma externa. A camada externa contém glicoproteinas e a interna contém

polissacaridos. Na camada externa existe predominantemente hidratos de carbono
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(80 a2 90%) com oxigénio e azoto ligado a polimeros de manose que estdo associados as
proteinas para formar as glicoproteinas. Em relagdo a composicdo lipidica, esta ¢
bastante variavel, de acordo com a fonte de carbono originaria (Gow, Veerdonk, Brown,

& Netea, 2011; Pardi & Cardozo, 2002).

Figura 2 - Formacio de Pseudomicélio de C. albicans
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Figura 3 - A - Meio Sabouraud para identificagcdo de Candida sp.; B — Meio diferencial e cromogénico
Brilliance Agar® (Identifica¢do presuntiva de Candida sp.: colonias verdes — C. albicans; coldnias azuis

— C. tropicalis; colonias castanhas — Candida sp.

Colonizacdo Oral — Candida vs Hospedeiro

Leveduras do género Candida facilmente incorporam o microbioma oral de diversos
individuos e, normalmente, estas permanecem estaveis, sem causar doenca em
individuos saudaveis (Francois et al., 2013; Khaled, Mawieh, & Suleiman, 2006).

A relacdo comensal depende da integridade do tecido hospedeiro, do microbioma
normal e ainda do sistema imunitario (De Rossi et al., 2011). Quando perante alteracdes
metabolicas, doencas malignas e/ou outras condigdes, as espécies do género Candida
podem tornar-se virulentas e causar candidoses superficiais (candidose oral ou vaginal)
e infecdes sistémicas potencialmente fatais, com taxas de mortalidade que se
aproximam de 50% (Boparai et al., 2014; Francois et al., 2013; Pfaller & Diekema,
2007).

FATORES DO HOSPEDEIRO

\

O sistema imunitario (SI) do Homem ¢ fulcral na resposta a patogenicidade de
leveduras com essa caracteristica. Este sistema pode ser equiparado a um antifungico,
uma vez que desempenha um papel fundamental na destruicao do fungo e na sinalizagao
do mesmo para as células do SI adaptativo, por meio de produgdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatodrias. Por outro lado, o SI inato atua de imediato, através das

barreiras fisicas (pele, mucosas gastrointestinal, respiratéria e genital) e quimicas
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impedindo a invasao tecidular por parte destes microrganismos.

As leveduras sao fungos que rapidamente se adaptam as diferentes condi¢des e se
desenvolvem, e quando perante um SI debilitado, ndo existe uma defesa consistente que
consiga impedir a invasdo por parte do fungo ou diminuir os seus danos. Para além
deste, existem outros fatores que podem predispor o Homem a infecdo, sdo eles: (i)
diferengas de pH e temperatura; (ii) xerostomia e traumas locais; (iii) desnutricdo
clinica - dietas ricas em hidratos de carbono, deficiéncia de ferro, acido fblico e
vitamina B12; (iv) distirbios endocrinos — hipotiroidismo, DM, doenga de Addison; (v)
doengas sistémicas — leucemia aguda e agranulocitose; (vi) administracdo de
contraceptivos hormonais, antibioterapia prolongada de largo espectro e
corticoesterdides (Al-Fattani & Douglas, 2006; D. L. N. Alves, 2009; Boparai et al.,
2014; De Rossi et al., 2011; Hernadndez-solis & Rueda-gordillo, 2015; Pereira-Cenci,
Del Bel Cury, Crielaard, & Ten Cate, 2008; Raju & Rajappa, 2011; Shenoy et al., 2014;
Williams & Lewis, 2011).

FATORES PATOGENICOS DE CANDIDA

A patogenicidade da levedura do género Candida tem sido atribuida a diversos fatores,
como:
(1) a heterogeneidade fenotipica: capacidade de adesdo celular pelas adesinas e
capacidade de expressdo de enzimas extracelulares, aspartil proteinases secretorias
(SAP) e fosfolipases, que sdo responsaveis pela invasdo das células orais e degradacao
dos tecidos;
(i1) produgdo de substancias toxicas que causam lesdo celular; formagdo de biofilmes;
producdo de tubo germinativo por algumas espécies do género Candida;
(ii1) produgdo de hemolisinas;
(iv) hidrofobicidade relativa da superficie celular e
(v) resisténcia ao perdxido de hidrogénio (Boparai et al., 2014; Deepa, Jeevitha, &
Michael, 2015; Fatahinia, Poormohamadi, & Mahmoudabadi, 2015; Giolo &
Svidzinski, 2010; Hernandez-solis & Rueda-gordillo, 2015; Raju & Rajappa, 2011;
Sanchez-Vargas et al., 2013).

Para que haja adesdao do fungo ao tecido, tem de existir um contato entre a
parede celular do fungo e a superficie celular do hospedeiro. Esta fase estd dependente
de processos biolodgicos e processos ndo bioldgicos. Entende-se como processos nao

bioldgicos, as interagdes quimicas entre as macromoléculas, como as forcas de Van der
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Walls, interagdes hidrofobicas, electrostaticas e pontes de hidrogénio. Por processos
bioldgicos, entende-se a expressdo de adesinas (Tabela 1). Pés adesdo aos tecidos, ha
uma interagdo entre diversos microrganismos, que vao promover a formacdo de uma
comunidade na cavidade oral, facilitando a formacao de biofilme (Giolo & Svidzinski,
2010).

As adesinas, responsaveis pela adesdo, pertencem a familia de genes Agglutinin-Like
Sequence (ALS). Estas sdo expressas na superficie da levedura e sdo mediadas por
proteinas que se encontram a superficie das células hospedeiras, que se ligam as
caderinas das células endoteliais e a células do epitélio oral. Estas ligagdes induzem as
células do hospedeiro a fagocitar a levedura. A ALS3 ¢ das proteinas mais importante
na fase de adesdo da levedura as células hospedeiras, juntamente com a hyphal wall
protein 1 (Hwpl) que ¢ uma proteina expressa na superficie das hifas (Barbedo &
Sgarbi, 2010; De Rossi et al., 2011; Francois et al., 2013; Gow et al., 2011; Williams &
Lewis, 2011).

A capacidade do fungo alterar a morfologia, converter a forma de levedura em hifas,
denominado de dimorfismo, é o primeiro passo para a manifestacdo da sua
patogenicidade. Esta alteragdo aumenta significativamente a adesdo aos tecidos do
hospedeiro, o que vai facilitar a sua invasdo e posterior disseminacdo corporal. Assim,
verifica-se que a forma de hifa tem sido considerada como a forma mais virulenta em
resposta as condi¢des ambientais (Tabela 1) (De Rossi et al., 2011; Giolo & Svidzinski,
2010).

As proteinases e fosfolipases, sdo enzimas extracelulares secretadas pela levedura que
favorecem a invasdo tecidular (Tabela 1). As proteinases sdo reguladas por genes da
familia SAP que possuem atividade proteolitica, ou seja, usam as proteinas como
substrato, digerindo-as. Esta digestdo pode ser crucial para a levedura conseguir obter o
azoto essencial ao seu desenvolvimento e posterior colonizagdo (De Rossi et al., 2011;
Sanitd et al., 2014). Para além de atuarem a nivel das proteinas presentes no substrato,
as SAP também interagem com o sistema imunoldgico, degradando imunoglobulinas e
citocinas e assim, facilitam a invasao celular. Diversos estudos t€ém demonstrado uma
grande evidencia na relagdo — sintese e secre¢ao destas enzimas com o aparecimento de
candidoses mais graves (Akgaglar, Ener, & Tore, 2011; Giolo & Svidzinski, 2010;
Hernéndez-solis & Rueda-gordillo, 2015; Sanita et al., 2014).

As SAP sao constituidas por 10 isoenzimas, em que algumas sdo secretadas para o meio

(SAP1-8) e outras permanecem ligadas a parede (SAP9-10). As SAP fulcrais para a
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candidose oral sdo a SAP1-3, enquanto outras sdo responsaveis por vaginites e infe¢des
oculares (De Rossi et al., 2011; Williams & Lewis, 2011).

As fosfolipases sdo um grupo de enzimas, que se divide em quatro classes diferentes, A,
B, C e D. Destas, apenas 5 membros da classe B sdo extracelulares (PLBI1-5) e
contribuem para a patogenicidade. A expressdo destas enzimas ¢ influenciada por
fatores nutricionais, condi¢des ambientais (pH, temperatura) e pela fase de crescimento
da propria levedura, em que os fosfolipidos presentes na membrana das células do
hospedeiro servem de substrato, sendo posteriormente hidrolisados em acidos gordos
(De Rossi et al., 2011; Deepa et al., 2015; Giolo & Svidzinski, 2010; Williams &
Lewis, 2011). A expressdo destas enzimas por parte da levedura, ¢ um foco importante
na libertacdo de mediadores inflamatorios, uma vez que estas induzem a acumulagdo de

células inflamatdrias e proteinas plasmaticas (Sanité et al., 2014).

Tabela 1 - Fatores de viruléncia de C. albicans na cavidade oral (Williams & Lewis, 2011)

‘ Fator de Viruléncia Efeito
Adesao a superficie Promove a retencio na cavidade oral
Hidrofobicidade célula-superficie Mecanismos de adesdo ndo especificos
Adesinas da superficie celular Mecanismos de adesdo especificos
Evasao dos mecanismos de defesa Promove a retencao na cavidade oral
Elevada frequéncia fenotipica Modificagdo antigénica devido a alteragdes

na superficie da célula

Desenvolvimento de hifas Prejudica a fagocitose

Secrecdo de enzimas hidroliticas, nomeadamente IgA é destruida

producdo de proteinases

Invasio e destruicio de tecidos do hospedeiro Melhora a patogenicidade

Desenvolvimento de hifas Promove a invasdo do tecido epitelial oral

Produc¢do de enzimas hidroliticas, nomeadamente Provoca danos na matriz extracelular e nas

proteinases e fosfolipases células hospedeiras

A formacdo de biofilme ¢ complexa e varidvel. O biofilme ¢ constituido por um
conjunto de microrganismos diferentes que sobrevivem em associa¢do, com beneficios
mutuos (Filoche, Wong, & Sissons, 2010). O biofilme composto por espécies de
Candida sp, consiste numa matriz fechada, composta por microcoldnias de leveduras,

hifas, pseudo-hifas e poderd ainda alojar bactérias que se encontram envolvidas por uma
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matriz extracelular em que héd passagem de dgua e nutrientes, criando uma barreira a
acao dos antifungicos (Figura 4) (Al-Fattani & Douglas, 2006; Filoche et al., 2010; Melo
& Guerra, 2014; Pathak, Sharma, & Shrivastva, 2012; Sdnchez-Vargas et al., 2013).

O primeiro passo para que haja formagao de biofilme ¢ a adesdo, precedida pela fase de
maturacdo. A fase de adesdo podera ser facilitada, quando a mucosa oral esta colonizada
por outras bactérias como Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius,

Streptococcus mutans, Fusobacterium nucleatum e Actinomyces viscosus (Avila et al.,

2009; Boparai et al., 2014; Filoche et al., 2010).

Pelicula de proteinas

aderidas i superficie
& /

TS ¥ > ey

l Leveduras
® ® 4 _
= -

. XN r:anﬂ&&:an\w-z-s-nmnw”m.wa g b
l Microcolonias
(c)
-‘ym\ Féf!&k‘.ﬂ?‘ﬂﬂr LR

l Matriz extracelular

(d) /

Hifas e pseudo-hifas

... SRRRS...

Figura 4 - Etapas de formacio de um biofilme de C. albicans na superficie de um dispositivo
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médico: (a) Superficie revestida com proteinas (saliva); (b) fase de adesdo: adesdo primaria de C.
albicans a superficie; (c) fase intermédia: formacdo de camadas basais de microcolonias de levedura; (d)
fase de maturacdo do biofilme: formagdo de hifas, pseudo-hifas e da matriz extracelular que envolve as

células (Adaptado de Seabra, 2011).

INFECOES CAUSADAS:

Quando o epitélio do hospedeiro ¢ invadido por leveduras do género Candida, este pode
ficar perante uma septicemia e/ou infegdes sistémicas. As infecdes sistémicas mais
comuns provocadas por Candida, sdo infe¢des intra-abdominais e do trato urinario,
sendo a candidemia uma das principais causas de mortalidade em individuos

imunocomprometidos, nomeadamente, os diabéticos que apresentam maior
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predisposicdo para doengas orais como a candidose (Pathak et al., 2012; Sanchez-
Vargas et al., 2013; Shenoy et al., 2014).

As candidoses s3o uma forma de infe¢do causadas por Candida e podem ser agrupadas
em trés grupos distintos em prol do local de agdo: mucocutanea (atinge a mucosa oral e
vaginal), cutanea e sistémica (Garcia et al., 2013; Melo & Guerra, 2014). C. albicans é
considerada a levedura mais patogénica, devido a sua grande capacidade de adesdo e
proliferacao em tecidos duros e moles da cavidade oral (Salerno et al., 2011).

Na cavidade oral, a candidose pode apresentar-se sob quatro formas distintas: candidose
pseudomembranosa (aftas), candidose eritematosa crdnica, candidose eritematosa
aguda, candidose hiperplastica cronica (Williams & Lewis, 2011).

A infecdo vulgarmente conhecida por “aftas” apresenta lesdes brancas cremosas e que
facilmente sdo removiveis, no entanto, a mucosa podera ficar com areas eritematosas e
hemorragicas (Figura 5 —a). Esta é mais vulgar em criangas que naturalmente apresentam
um sistema imunolégico imaturo, denominando-se de “sapinhos”. Este tipo de infe¢ao
desenvolve-se muito bem em doentes com xerostomia e idosos, principalmente quando
estes apresentam uma limitagdo nutricional ou supressdo imunitéria local (administracao
de corticoesterdides para tratamento de asma) — candidose aguda.

A candidose eritematosa crénica manifesta-se pela presenca de manchas ou areas
vermelhas numa camada lisa e fina no palato (Figura 5-b).

A candidose eritematosa aguda, normalmente manifesta-se apds administracdo de
antibidtico de largo espectro que destroi a flora bacteriana a nivel oral, existindo
facilidade na adesdao de Candida e sua manifestagdo. Normalmente as suas lesdes sdao
vermelhas e encontram-se no dorso da lingua e palato, sendo esta o tipo mais doloroso
para o Homem (Figura 5 — c).

Por fim, a candidose cronica hiperplastica apresenta placas brancas no dorso da
lingua e comissura labial, no entanto, o que as difere das conhecidas aftas, ¢ que estas
ndo podem sofrer raspagem (Figura 5 - d) (Barbedo & Sgarbi, 2010; Williams & Lewis,
2011).
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Figura 5 - Diferentes formas de candidose oral: (a) candidose pseudomembranosa; (b) candidose
eitematosa cronica; (c¢) candidose eritematosa aguda; (d) candidose hiperplastica cronica (Adaptado de

Williams & Lewis, 2011).
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Diabetes Mellitus — caracterizacao da doenca

A DM ¢ um problema de satde publica global, que ocorre principalmente em paises
desenvolvidos. Esta caracteriza-se como um disturbio metabolico enddcrino, em que ha
um aumento de glicose no sangue, provocando uma hiperglicemia. A sua prevaléncia
aumenta com a idade, atingindo ambos os géneros. Conduz a uma desnutrigdo e
decadéncia imunoldgica que posteriormente se reflete nas condigdes gerais do
organismo (Dire¢do Geral da Satde (DGS), 2014; Fatahinia et al., 2015; Talabani, Kim,
Ong, Kiat, & Ismail, 2013).

E classificada em tipo 1 ou insulino-dependente, tipo 2 ou insulino-independente e
gestacional. Na DM tipo 1 (DM1), ha uma deficiéncia completa de insulina, em que as
células beta se encontram completamente destruidas. Por sua vez, na DM tipo 2 (DM2)
ha uma diminuicdo de secrecdo e resisténcia a insulina, sendo esta a mais frequente e
relacionada com fatores genéticos e ambientais. A diabetes gestacional, surge devido a
uma diminui¢do na tolerancia aos hidratos de carbono e ¢ diagnosticada durante a
gestacdo, que pode ou ndo permanecer apés o parto (Hammad, Darwazeh, & Idrees,
2013; Yamashita et al., 2013).

Estima-se que cerca de 217 milhdes de pessoas em todo o mundo sejam portadoras
desta disfun¢do metabolica, havendo tendéncia para este niimero aumentar. A
Organizacao Mundial de Satde (OMS) prevé que em 2030, a DM atinja cerca de 366
milhdes de pessoas (Hammad et al., 2013; Premkumar, Ramani, Chandrasekar, Natesan,
& Premkumar, 2014; Yamashita et al., 2013).

A Direcdo Geral de Saude (DGS) estimou que a prevaléncia de DM em Portugal no ano
de 2013 foi de 13%, em idades compreendidas entre os 20 e os 79 anos, o que significa
que mais de um milhdo de portugueses era diabético, visto existirem cerca de 7,8
milhdes de individuos nesta faixa etaria.

E importante referir que existe uma diferenca estatistica significativa nos diferentes
géneros: o género masculino ¢ mais afetado do que o género feminino (15,6% e 10,7%,
respectivamente). Segundo a DGS, a DM2 ¢ a mais frequente e a sua prevaléncia
aumenta com a idade. Cerca de um quarto da populagdo diabética encontra-se na faixa

etaria entre 60 ¢ 79 anos (Diregdo Geral da Saude (DGS), 2014).
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HEMOGLOBINA GLICADA (HBA1C)

Cada tipo de diabetes pode ser subdividida em dois grupos com base no grau da doenca:
diabetes controlada ou nao controlada de acordo com os niveis séricos de hemoglobina
glicada (HbAIc) (Talabani et al., 2013).

A HbAlc traduz-se por uma reagdo entre a hemoglobina A (HbA) e um agucar. E o
produto de uma reacdo ndo enzimatica, lenta e irreversivel denominada de glicacdo, que
ocorre entre a glicose presente no sangue e os grupos amina livres presentes na
hemoglobina dos eritrocitos. Devido a grande permeabilidade da hemacia a molécula de
glicose, a hemoglobina interna fica exposta praticamente a mesma concentracdo de
glicose plasmatica e a glicagdo ocorrera em maior ou menor grau em consequéncia do
nivel de glicemia. Assim, a HbAlc encontra-se dentro das hemadcias e a sua
concentragdo, em determinado momento, depende da taxa de glicemia média e o seu
tempo de semi-vida (George, 2013; Netto et al., 2009; Sumita & Andriolo, 2008). Esta é
determinada, por rotina, em diabéticos para avaliar o grau de controlo glicémico e deve
ser realizada semestralmente, e com mais frequéncia em individuos com alteragdes de
medicagdo (trimestral).

A determinacao de HbAlc poderd ser considerada para diagnostico quando estamos
perante valores superiores a 6,5%. No entanto, ¢ relevante o valor tradicional de glicose
no plasma obtida em jejum ou valores da prova de tolerancia a glicose oral (PTGO).

Em individuos ja diagnosticados, o valor de HbAlc superior a 6,5% traduz-se numa
diabetes ndo controlada e quando inferior a este valor, estara controlada (George, 2013).
Segundo Javed ef al. (2014), a diabetes ndo controlada (HbAlc > 6,5%) ¢ mais propicia

a infeg¢Oes da cavidade oral, tais como as candidoses (Javed et al., 2014)

TERAPEUTICA

A terapéutica da DM1 consiste na administracdo de insulina, uma vez que os individuos
tém auséncia completa de produc¢do de insulina no seu organismo.

A terapéutica farmacoldgica da DM2, em monoterapia, destaca a Metformina (met)
como o fiarmaco de primeira linha que ¢é acompanhado ou precedido pela
implementagdo de medidas ndo farmacoldgicas, como a dieta e a pratica de exercicio
fisico. Em caso de intolerancia ou contraindica¢@o, a met podera ser substituida por uma
sulfonilureia (SU), glicazida, glimepirida ou glipizida, como primeira linha (George,

2015; Pinto et al., 2011).
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A terapéutica com dois fAirmacos deve iniciar-se quando apos 3 meses ndo se verifica
melhorias no controlo de glicemia com monoterapia e otimizagdo de medidas nao
farmacologicas. Quando confirmada a otimizagdo de medidas ndo farmacoldgicas e
farmacoldgicas e mesmo assim a hiperglicemia mantem-se descontrolada, podera existir
a adi¢do de um segundo farmaco. Quando perante um individuo com DM2 medicado
com SU poderdo surgir situagdes como: hipoglicemia ou esta estar contraindicada
devido a idade superior a 75 anos, omissdo de refeigoes, ou devido a diversas profissdes
que obriguem a alturas ou manipula¢do de maquinaria pesada, e nestes casos devera
adaptar-se a medica¢do, administrando-se um inibidor da a-glicosidade (Acarbose) ou
inibidor da dipeptidil peptidase 4 (iDPP4).

Em individuos com glicemias bastante elevadas (300-350 mg/dL) ou HbAlc maior que
10% dever-se-a administrar insulina e apds controlo de glicemia reduzir a dose de
insulina ou iniciar terapéutica apenas com ADO.

Se a HbAlc se encontrar superior a 9% deve administrar-se insulina, se HbAlc se
encontrar inferior a 9%, devera adicionar-se uma SU como segundo farmaco. Quando
mesmo assim ndo hd um controlo adequado da glicemia, e se houve adesdo a
terapéutica, poderd adicionar-se um terceiro farmaco. Se o objetivo for reduzir menos
que 1% de HbAlc, deve adicionar-se um terceiro farmaco, se o objetivo for reduzir
mais que 1% de HbAlc deverd associar-se insulina aos ADO que o individuo j& faca

(George, 2015)

CANDIDA VS HOSPEDEIRO

Grande parte da populacdo saudavel, 40 a 60%, ¢ portadora de Candida, sem apresentar
quaisquer sinais ou sintomas de candidose. Fatores como o tipo de doenga, duragdo de
doenga, controlo glicémico e uso de protese, sdo associados a presenca de leveduras na
cavidade oral em individuos diabéticos (Shenoy et al., 2014).

A nivel da cavidade oral, os individuos diabéticos apresentam uma redu¢do do fluxo
salivar, que conduz a presenga de xerostomia e atrofia da mucosa, que potencia o
aparecimento de infe¢des, nomeadamente candidoses (Deepa et al., 2014; Fatahinia et
al., 2015; Garcia et al., 2013; Talabani et al., 2013).

A saliva alberga uma grande quantidade de microrganismos resultantes dos
compartimentos da cavidade oral, como dentes e mucosas que se evidenciam com a
mastigacao, degluti¢do e o simples ato de falar. O aumento da concentracio de glicose

na saliva e nos fluidos orais pode conduzir a uma diminui¢do do pH da cavidade,
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estabelecendo-se um substrato com condi¢gdes excelentes para a colonizagdo por

Candida sp. (Talabani et al., 2013).
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Identifica¢do de Candida sp. no laboratorio

Para que seja possivel a identificagdo de Candida sp. em laboratorio existem métodos
fenotipicos e genotipicos. Os métodos fenotipicos sdo utilizados com o objetivo de
isolar, diferenciar e identificar diferentes espécies de Candida, com base nas
caracteristicas de cada uma. As amostras s3o inoculadas em meios especificos
compostos por nutrientes essenciais ao bom desenvolvimento das leveduras. Com essa
finalidade sdo usados os seguintes métodos: crescimento em meio SDA e crescimento
em meio diferencial cromogénico para isolar e diferenciar algumas espécies; a prova da
blastese, testes de assimilagdo de hidratos de carbono, azoto e agucares (galerias de
identificacdo bioquimica- API) para diferenciacdo e identificagdo de espécies; testes
que comprovem a viruléncia (producdo de SAP e fosfolipases). Os métodos
genotipicos, como por exemplo a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo testes
associados a custos bastante elevados, sendo dispendioso e s6 usado quando
estritamente necessario, como ¢ o caso da diferenciacdo de C. albicans e Candida

dubliniensis (C. dubliniensis), pois sdo bastante semelhantes fenotipicamente.

METODOS DE IDENTIFICACAO:

Isolamento:
a) Crescimento em SDA:

O meio mais utilizado para o isolamento de Candida sp. ¢ o SDA que contém na sua
composi¢do gentamicina ou cloranfenicol. Neste meio, Candida sp. apresenta-se sob a
forma de coldnias brancas ou cremes com forma convexa e uma aparéncia lisa e
brilhante ou rugosa e opaca, consoante a espécie inoculada. No entanto, ndo ¢ possivel
uma diferenciagdo rigorosa de espécies pelo que tera de recorrer-se ao meio diferencial
e cromogénico (Barbedo & Sgarbi, 2010; Francgois et al., 2013; Martinez, Hernandez-
pérez, Miguel, Jaimes-aveldafiez, & Arenas, 2013; Raju & Rajappa, 2011).

b) Crescimento em meio diferencial e cromogénico (Oxoid Brilliance Candida
Agar)

Este meio permite a diferenciacdo de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e Candida sp,

que se apresentam com colonias verdes, azul, rosa e castanho/dourado, respetivamente

em 72 horas a 37 °C. O meio ¢ composto por dois substratos cromogénicos que indicam

a presenca de enzimas que algumas espécies de Candida possuem, sendo elas a

hexominidase e fosfatase alcalina. A clivagem destas enzimas ¢ responsavel pela
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atribuicao de diferente coloracdo para identificacdo presuntiva das diferentes espécies.
A clivagem da enzima hexominidase reflete a cor verde, e dai a identificagdo de C.
albicans, no entanto, também C. tropicalis possuem hexominidase, mas devido a outras
reagdes metabolicas, o seu pH diminui refletindo assim a cor azul escuro. C. krusei
possui fosfatase alcalina que origina uma coloragdo rosa (Barbedo & Sgarbi, 2010;
Boparai et al., 2014; Brilliance, 2008; Carlos, Anakaren, Nemesio, Israel, & Patricia,

2013; Ribeiro, Koga Ito, Junqueira, & Jorge, 2009).

Métodos fenotipicos:

a) Teste de assimilagdo de hidratos de carbono, azoto e agucares

No teste de assimilagdo de hidratos de carbono ¢ avaliada a capacidade da levedura se
desenvolver apenas na presenca de hidratos de carbono como fonte de energia; no teste
de assimilagdo de azoto ¢ avaliada a capacidade da levedura crescer na presenga de
apenas um composto azotado; no teste de assimilagdo aos acgucares avalia-se a
capacidade da levedura se desenvolver na presenga de acucares como a galactose,
glucose, sacarose, trealose e outros, como unica fonte de energia. Os sistemas aos quais
se recorre para aplicacdo destes testes rapidos denominam-se de API 20C (BioM¢érieux),
ID 32C (BioM¢érieux), Vitek Yeast Biochemical Card (YBC), Vitek 2 ID-YST e API
Candida (BioMérieux®). O API Candida (BioMérieux®) ¢ constituido por 10 pogos
para realizar 12 testes bioquimicos colorimétricos: cinco testes de assimilagcdo de
acucares (glucose, galactose, sacarose, trealose e rafinose) e sete testes enzimaticos por
(B-maltosidase, a-amilase, B-xilosidase, B-glucuronidase, de hidrolise da ureia, N-acetil-
B-glucosaminidase, e f-galactosidase). A inoculacdo dos pocos ¢ realizada através da
adi¢do de uma suspensdo de levedura e apds 18h a 24h a 35° C de incubagdo sdo lidos
os resultados, em que sdo usados os sinais positivo (+) e negativo (-), consoante ha
turvacdo nos pocos ou de acordo com a cor obtida. Posteriormente através de uma
sequéncia de quarto digitos que ¢ gerada para cada amostra, dependendo das reagdes
que produziu, a lista de perfis numéricos e um programa de computador do fabricante
identifica a espécie que esta em pesquisa (Barbedo & Sgarbi, 2010; Campbell, Davey,
Holmes, Szekely, & Warnock, 1999).

b) Prova da blastese
A prova da blastese ou teste do tubo germinativo ¢ usado para diferenciar C. albicans e
C. dubliniensis de outras espécies, pois apenas estas tém a capacidade de formar tubos

germinativos. Esta prova consiste na inoculag¢do de coldnias de levedura em soro animal
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ou soro humano e incubacdo a 37 °C durante cerca de 2 horas. A formacdo de tudo
germinativo ¢ o comec¢o da formagdo de uma hifa verdadeira, ndo podendo ser pseudo-
hifa por ndo apresentar constricdo na base (A. P. V. Pereira, 2010; Spolidorio et al.,

2009).
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Objetivos

A realizagdo deste trabalho teve como objetivos avaliar em individuos diabéticos e ndo

diabéticos ndo portadores de protese dentdria, da Clinica Dentdria Universitaria do

ISCSEM e do Laboratoério de analises clinicas Lumilabo:

a)

b)

Prevaléncia e distribuicao de espécies de Candida sp. na cavidade oral de
individuos diabéticos ndo portadores de protese dentéria (grupo de estudo);
Prevaléncia e distribuicdo de espécies de Candida sp. na cavidade oral de
individuos ndo diabéticos ndo portadores de protese dentaria (grupo controlo);
Fatores de viruléncia de Candida sp. associado as espécies isoladas e ao grupo
portador;

Avaliar relagdo entre o biofilme leveduriforme oral e o desenvolvimento de
estomatite protética;

Desenvolver um protocolo de higienizagdo e seguidamente avaliar as alteragdes
fenotipicas e genotipicas obtidas sobre a flora leveduriforme.

Relacionar valores de HbAlc em diabéticos ndo portadores de protese (grupo de

estudo) com a colonizagdo por Candida sp.;

E de referir que os objectivos d) e €) ndo foram cumpridos para o presente estudo ¢ o

objetivo f) foi posteriormente adicionado, ndo tendo sido objetivo inicial.

De acordo com os objetivos anteriormente citados, as hipdteses de investigagao

consideradas foram:

Y

2)

3)
4)

5)

existe uma associagcdo entre a colonizacdo por Candida sp. com individuos
diabéticos ndo portadores de protese dentaria;

existe uma associagdo entre a colonizagdo por Candida sp. com individuos nao
diabéticos ndo portadores de protese dentaria;

existem fatores de viruléncia associados a cada espécie de Candida sp.;

existe fatores de viruléncia associados a cada um dos grupos de individuos
diabéticos e ndo diabéticos;

existe uma associagdo entre o valor de HbAlc e a colonizagdo por Candida sp.

em individuos diabéticos.
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Material e Métodos

Tipo de estudo
E um estudo exploratério e descritivo, com metodologia quantitativa e transversal na

medida em que se baseia num unico momento de observagao.

Local de estudo
A recolha de amostras e informagdo sobre as mesmas foi efetuada na Clinica Dentaria
Universitaria do ISCSEM e no Laboratorio de andlises clinicas Lumilabo. Todo o

procedimento laboratorial foi efetuado no laboratorio de Microbiologia do ISCSEM.

Amostra estudada

Foram estudadas amostras da mucosa oral de individuos diabéticos ndo portadores de
protese e de individuos ndo diabéticos ndo portadores de protese. Na Clinica Dentaria
Universitaria do ISCSEM foi possivel ter acesso aos processos dos doentes, que foram
selecionados de forma a obedecerem aos critérios de inclusdo. No laboratorio de
Andlises Clinicas Lumilabo, ndo houve pré-selecdo inicial, pelo que os doentes foram
interrogados no momento para verificar se obedeciam ou ndo aos critérios de inclusdo.
A amostra total incluiu 117 individuos ndo portadores de prétese dentaria, com idades
compreendidas entre os 18 e os 80 anos de idade de ambos os géneros, dos quais, 66
eram diabéticos (grupo de estudo) e 51 ndo eram diabéticos (grupo controlo).
Relativamente aos critérios de inclusdo, todos os individuos ndo deveriam ser
portadores de protese dentaria e para o grupo de estudo todos seriam diabéticos.
Como critérios de exclusdo considerou-se: ser portador de protese dentaria e terapéutica

antifungica.

Procedimento utilizado na recolha de informag¢ao para amostra

Todos os participantes foram abordados verbalmente e posteriormente informados
oralmente e por escrito (Anexo I), através do consentimento informado (Anexo II) que
foi lido e assinado pelo proprio, sobre o estudo que decorria. Apos a aceitagdo por parte
do individuo, foi efetuado um inquérito (Anexo III) verbalmente. A colheita foi feita de
acordo com o protocolo idealizado para este estudo (Anexo IV) e posteriormente
identificada. Apos o processo de recolha, as amostras foram inoculadas em meios

especificos no Laboratdrio de Microbiologia do ISCSEM.
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Consideracgoes éticas

Foi solicitado a Dire¢do Clinica do ISCSEM e Dire¢ao Clinica do Lumilabo uma
autorizacdo por escrito para que fosse possivel a recolha das amostras na Clinica
Dentaria Universitaria do ISCSEM e no Laboratorio de andlises clinicas Lumilabo. O
projeto foi submetido a Comissdo Cientifica e de Etica do ISCSEM como projeto de

investigacdo e foi dada continuidade na dissertacdo de Mestrado (Anexo V).

Materiais utilizados na recolha da amostra
1. Material de Recolha:
Zaragatoa Estéril com meio de transporte
2. Material de protecio:
Luvas
Mascaras
3. Material de Inoculacio:
Placas de Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
Placas de Oxoid Brilliance Candida Agar

Protocolo Laboratorial

O protocolo laboratorial foi dividido em duas partes: a primeira consistiu na
identificacdo fenotipica dos isolados flingicos; a segunda, no estudo fenotipico dos
fatores de viruléncia (proteinases e fosfolipases) das diferentes espécies de Candida

1soladas.

1° parte: Identificacdo fenotipica dos isolados fungicos

No laboratdrio de microbiologia do ISCSEM, as amostras foram inoculadas por estrias
(Figura 6- B) com a propria zaragatoa de colheita (Figura 6 — A) em meio de SDA (Figura 6 -

D) e em meio Oxoid Brilliance Candida Agar (Figura 6- E).

44



Material e Métodos

Figura 6 - Protocolo Laboratorial: A — Colheita com zaragatoa estéril em meio de transporte (Stuart); B
— Inoculagdo por estrias; C — Incubagéo a 37 °C durante 48/72 horas; D —Resultado de Candida sp. em
SDA apos 72h; E- Exame cultural de Candida sp. em meio de cultura cromogénico (Brilliance Candida
agar); F — Identificagdo micromorfologica de Candida sp. (Prova da blastese) — ampliacdo 400X; G —
Identificacdo bioquimica de Candida sp. (APl Candida (BioMérieux®) )

A - Colheita com

zaragatoa estéril

B - Inoculagdo por estrias;

C - Incubagio a 37 °C, 48h a 72h.

D - Candida sp. em SDA E - Candida sp. em meio
apos 72h diferencial e cromogénico
(Oxoid Brilliance Candida
Agar apo6s 72h
o (",’ ¥

F - Identificac¢do
micromorfologica de
Candida sp. (Prova da G - Identificagdo
blastese) bioquimica de Candida sp.
(API Candida -
Biomerieux®)

As placas dos meios de cultura selecionados foram inoculadas dentro da camara de
fluxo laminar horizontal para diminuir o risco de contaminagdes. Seguidamente, foram
incubadas na estufa a uma temperatura de 37 °C durante 48 a 72 horas (Figura 6 — C).

Apoés incubagdo, foram analisadas as amostras positivas e identificadas algumas
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caracteristicas macroscopicas como aspeto, morfologia, cor e consisténcia das colonias
que posteriormente foram conservadas a -70 °C.

Algumas amostras foram repicadas para meio SDA, de modo a garantir que estavam em
fase exponencial de crescimento para uma correta identificagcdo de espécie.

Com o meio diferencial e cromogénico foi possivel identificar a maioria das espécies,
assim como, detetar a presenca de culturas mistas. Porém, foi necessario recorrer a
testes fenotipicos para algumas amostras para garantir sucesso na identificagdo das
mesmas. Com essa finalidade foram usadas galerias APl Candida (BioMérieux®)
(Figura 6 - G) e analisadas de acordo com os critérios do fabricante.

A prova da blastese (Figura 6 - F) foi efetuada com vista a diferenciacdo de C. albicans e
C. dubliniensis de outras espécies, pois estas sdo as unicas a produzir tubo germinativo
no prazo de 2 horas. A distingdo entre estas duas espécies so € possivel com o auxilio de

testes genotipicos que ndo foram realizados, devido aos custos acrescidos.

2° parte: Estudo dos fatores de viruléncia: proteinases e fosfolipases

Ap6s identificagdo da espécie, foi analisado em laboratorio se estas espécies tem a
capacidade de produzir enzimas extracelulares. Assim, realizou-se o estudo dos fatores
de viruléncia com base na capacidade de expressar enzimas extracelulares: proteinases e
fosfolipases.

Para determinacdo da producdo de proteinases em laboratdrio recorreu-se a meios

especificos e protocolo laboratorial especifico, como descrito a seguir:

Meios de cultura para determinacdo das proteinases

Meio Yeast Peptone Dextrose (YPD), preparado em 100 ml:

= 2% glucose (dextrose)

= 1% extracto de levedura

= 2% peptona
O meio YPD anteriormente descrito ¢ um meio nutritivo com a finalidade de obter
leveduras na fase exponencial de crescimento para posterior inoculacdo no meio Yeast
Carbon Base, Albumina Bovina Fragdo V (YCB-BSA).
Meio YCB-BSA, preparado em 1000 ml:

1) Preparar solugdo stock de agar a 2%

= 18 g de agar em 900 ml de dgua destilada

2) Autoclavar a 121°C durante 15 minutos
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3) Preparar a solucao, em 100 ml de agua destilada
= 11,7g Yeast Carbon Base (YCB)
= 2,0g Albumina bovina (BSA)

= 1,0g Extrato de levedura
= Acertar o pH para 5,0 e esterilizar por filtracao

4) Adicionar a solugdo preparada em 2) a solucao 1) a 50°C

5) Distribuir em placas

Solucao Amido black — solucio de revelacao de resultados
= 0,5% amido black
= 49,5% ac. Acético glacial
= 50% agua destilada
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

1- Inocular duas colénias de levedura em 5ml de caldo YPD durante 12h a 37°C
sob agitacao;

2- Centrifugar 1500rpm/20min

3- Lavar o sedimento com tampao PBS durante 30min

4- Centrifugar, descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento celular em
agua destilada estéril

5- Aferir a concentragdo do caldo para McFarland=2,0

6- Aplicar os discos no meio de cultura (mdc) YCB_BSA

7- Aplicar 10pl de in6culo em cada disco de papel;

8- Incubar 7 dias/28°C

Notas:

- Nunca colocar mais de 4 discos por placa

- Efetuar os ensaios em duplicado

- Proceder ao mesmo protocolo experimental para o controlo negativo (NaCl) e

controlo positivo (estirpes ATCC)

9- Leitura dos resultados

Observar diariamente as zonas de lise a volta do disco
10- Revelagao dos resultados

Corar com solucao de amidoblack

11-Medigdo dos didmetros das zonas ndo coradas (atividade proteésica)
12- Célculo do Pz

Pz= Diametro do disco/didmetro da zona nao corada

Adaptado de (Deepa et al., 2015; Ishida et al., 2013; Riichel, Tegeler, & Trost, 1982)

A atividade das proteinases ¢ avaliada, in vitro, em meio de cultura contendo albumina
sérica bovina como Unica fonte de azoto, observando-se uma zona transparente a volta
das coldnias, resultante da degradagdo da albumina pelas proteinases secretadas pelo

1solado.
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Para determinacdo da producdo de fosfolipases em laboratério recorreu-se a meios

especificos e protocolo laboratorial especifico, como descrito a seguir:

Meio de cultura para determinacdo das fosfolipases

Meio fosfolipases, para 184 mL
1) Base:
= 13g Sabouraud + Dextrose agar
= 11,7g cloreto de sodio
= (,111g cloreto de célcio
* 184 mL de H,O destilada

2) Autoclavar a 121°C durante 15 minutos

3) Emulsao de ovo, para 20 ml

= 20 mL gema de ovo

4) Juntar emuslsdo de ovo ao meio Base

5) Distribuir em placas
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL
1- Inocular duas colénias de levedura em 5ml de caldo YPD durante 12h a 37°C
sob agitacao;
2- Centrifugar 1500rpm/20min
3- Lavar o sedimento com tampao PBS durante 30min
4- Centrifugar, descartar o sobrenadante e resuspender o sedimento celular em
agua destilada estéril
5- Aferir a concentragdo do caldo para McFarland=2,0
6- Aplicar 10pl de in6culo em quatro locais diferentes da placa;
7- Incubar 4 dias/37°C
Notas:
- Nunca colocar mais de 4 pontos de inoculagdo por placa
- Efetuar os ensaios em duplicado
- Proceder ao mesmo protocolo experimental para o controlo negativo (NaCl) e

controlo positivo (estirpes ATCC)

8- Leitura dos resultados
Observar diariamente as zonas de precipitacdo a volta do disco
9- Medicao dos didametros dos halos de precipitagdo (atividade fosfatdsica)

10- Calculo do Pz

Pz= Diametro da coldnia/didmetro da colonia + zona de precipitacao

Adaptado de (Deepa et al., 2015; Ishida et al., 2013; Riichel et al., 1982)

A gema de ovo contém grandes quantidades de fosfolipidos e quando os isolados
produtores de fosfolipases sdo inoculados neste meio produzem uma zona de
precipitagdo branca, bem definida a volta da colonia. Esta zona branca ¢ devida a
formagdo de um complexo de calcio com os acidos gordos libertados apds a agdo das

fosfolipases nos fosfolipidos da gema de ovo.
Operacionalizagcao das variaveis

Para andlise dos resultados, foram selecionadas as seguintes variaveis:

=  Género;
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= Jdade;

= Grupo diabético e ndo diabético;

= Tipo de diabetes;

* Combinacdo Terapéutica;

= Higiene diéria;

= Presenca de Candida sp.

= Expressdo de enzimas extracelulares: proteinases;
= Expressdo de enzimas extracelulares: fosfolipases;

= HbAIlc vs Colonizagao.

Anélise de dados

O tratamento estatistico foi efetuado com o programa IBM® SPSS® Statistics Version
21 para Mac, visto ter suporte para a analise e interpreta¢do dos dados recolhidos.
Procedeu-se a analise de distribuicdo de frequéncias e respetivos valores percentuais dos
dados anteriormente recolhidos, assim como tratamento estatistico para observar valores

de significancia para determinadas variaveis de estudo.
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Resultados e Discussao

O principal objetivo do presente estudo foi observar a prevaléncia, grau de colonizagao
e distribuicdo das diferentes espécies do género Candida sp. em individuos diabéticos
ndo portadores de protese e avaliar os fatores de viruléncia que favorecem o
desenvolvimento do processo infeccioso. Existem diversos estudo sobre a colonizacio
de Candida sp. em individuos diabéticos que consideram a DM como um fator crucial
na colonizagdo e prevaléncia de espécie do género Candida (Fatahinia et al., 2015;
Martinez et al., 2013; Sanita et al., 2014; Talabani et al., 2013; Volpato et al., 2013;
Williams & Lewis, 2011).

A andlise de dados obtidos através dos inquéritos aplicados foi efetuada no programa de
estatistica IBM® SPSS® Statistics Version 21, para Mac.

Para que decorresse o estudo, inicialmente dividiu-se a amostra em individuos
diabéticos e individuos ndo diabéticos, ambos nao portadores de protese. Considerou-se
como grupo de estudo, os individuos diabéticos e como grupo controlo, os individuos
ndo diabéticos. A amostra incluiu 117 individuos, em que 56,4% (N=66) pertenciam ao
grupo diabético e 43,6% (N=51) ao grupo ndo diabético (Grafico 1).

Através da Tabela 2, verifica-se que no grupo “Diabético”, o género Masculino prevalece
com 65,2% (N=43) e no grupo “Nao diabético” (grupo controlo) o género Masculino
apresenta-se semelhante ao género Feminino com 51% (N=26). Estes resultados
sugerem que no género masculino ¢ mais prevalente a alteracdo metabdlica denominada
de diabetes, o que estd em concordancia com os resultados obtidos por Paula Bogalho
(Bogalho, 2010) sobre a prevaléncia, diagndstico e abordagem de DM2, por Maria
Santos et al. (Santos, Freitas, & Pinto, 2014) que apresenta o género masculino como o
que incorpora maior numero de diabéticos e pela Associacdo Americana de diabetes
(American Diabetes Association, 2014). Por outro lado, Goldenberg et al. (Goldenberg,
Schenkman, & Franco, 2003) e Talabani et al. (Talabani et al., 2013) apresentam
resultados ndo concordantes com os obtidos, em que o género feminino ¢ o género com

mais individuos diabéticos.
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Grafico 1 - Representagdo grafica de percentagens da varidvel Diabético vs Ndo Diabético

Tabela 2 - Frequéncia absoluta e valor percentual referente ao género

Grupo Género Frequéncia (N) Percentagem (%)
Diabético Masculino 43 65,2

Feminino 23 34,8

Total 66 100
Nao diabético Masculino 26 51

Feminino 25 49

Total 51 100

O fator idade ¢ também considerado como um fator de pré-disposi¢do para colonizacio
e infec¢do por fungos na cavidade oral segundo Rossi, Raju e Williams (De Rossi et al.,
2011; Raju & Rajappa, 2011; Williams & Lewis, 2011).

Foram analisadas as idades de ambos os grupos, pelo que foi possivel observar uma
idade média para o grupo “Diabético” de 64,2 anos de idade com um desvio padrao de
8,26 e um intervalo de confianga para a média a 95% a variar entre os limites 62,1 e
66,2. A idade minima registada foi de 37 anos e a maxima de 80 anos de idade (Tabela
3).

No grupo controlo, a média de idades ¢ de 36,1 anos de idade, com um desvio padrdo de

16,48 e um intervalo de confianca para a média a 95% a variar entre os limites 31,7 e
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40,5 (Tabela 3).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a diabetes tem maior prevaléncia
em adultos e idosos, tal como Paulete Goldenberg et al. (Goldenberg et al., 2003) e
Paula Bogalho (Bogalho, 2010) referem nos seus estudos, em que a DM ¢ mais

prevalente em faixa etarias mais avancgadas (faixa etaria dos 60 aos 79 anos de idade).

Tabela 3 - Média, desvio padrdo e intervalo de confianga para ambos os grupos

Grupo Média (anos de idade) Desvio padrao Intervalo de confianca (95%)
Diabético 64,2 8,26 62,1-66,2
Nao diabético 36,1 16,48 31,7-40,5

Quanto a variavel “Tipo de diabetes”, pela Tabela 4 verifica-se que dentro do grupo de
diabéticos (N=66) tem-se 4,5% (N=3) de individuos com diabetes tipo 1 ou insulino-
dependente, 87,9% (N=58) de individuos diabéticos tipo 2 ou insulino-independente e
7,6% (N=5) de individuos que ndo sabe ou ndo respondeu.

Ha uma grande diferenca na prevaléncia de DM1 e DM2, o que podera ser explicado
pelo facto de DM1 ser uma doenca mais rara em que a produ¢do de insulina pelo
pancreas nao ¢ suficiente ou a qualidade ndo ¢ razoavel e também pelo facto da DM2
estar associada a obesidade (American diabetes Association, 2005; Barbosa, 2013;
Saade, 2012). Os resultados obtidos corroboram com estudos de Bogalho (Bogalho,
2010) e Maria Santos et al. (Santos et al., 2014).

Tabela 4 — Frequéncias e respetivas percentagens do tipo de diabetes

Tipo de diabetes Frequéncia (N) Percentagem (%)
1 insulino-dependente 3 4,5

2 insulino-independente 58 87,9

Niao sabe/nao responde 5 7,6

No grupo diabético, criaram-se subcategorias no que respeita a medicacdo que era
administrada para o controlo da hiperglicemia. Essas categorias sdo: (i) insulina, para
individuos que fagam apenas insulina IM; (ii) monoterapia, para individuos que apenas

facam a administracdo de um ADO; (iii) terapéutica dupla, para individuos que
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administrem dois ADO ou individuos que fagam um ADO e insulina intramuscular
(IM); (iv) terapéutica tripla, para individuos que facam em associagdo trés ADO.

Assim, quanto a variavel “Combinacdo terapéutica”, verificou-se que 4,5% (N=3) dos
individuos apenas faziam insulina e eram portadores de DMI1, 56,1% (N=37)
controlavam a doenca com monoterapia, 19,7% (N=13) fazia terapéutica dupla com
administracdo de dois ADO, 1,5% (N=1) fazia terapéutica dupla com associacdo de um
ADO e insulina IM e 4,5% (N=3) fazia terapéutica tripla; 13,6% (N=9) do grupo
diabético ndo sabia qual a medicacdo que administrava para o controlo da diabetes
(Grafico 2). De acordo com os resultados, verificou-se que a monoterapia era a
terapéutica mais usada, em que a Met era o farmaco de eleicdo, tal como demonstrado

no estudo de Pinto et al. (Pinto et al., 2011)

Terapéutica
Nio sabe
Monoterapia (ADO)
Terapéutica dupla (2
Oapo)
.Terapéutica tripla (3
ADO)

[[Jinsulina
.Terapéutica dupla
(ADO + Insulina)

91

Grafico 2 - Combinagdo terapéutica no grupo “diabético

A saude oral ¢ um bem essencial que deve ser preservado, e hoje em dia cada vez mais a
falta desta, se qualifica como um grave problema de saude publica, sendo bastante
importante a educag¢do e promog¢ao para a saude oral. Assim, considera-se que a higiene
oral diaria ¢ uma atividade fulcral em toda a populagdo mas com preocupagdo acrescida

em individuos com alteragdes metabolicas que sdo mais susceptiveis a infecdes da

56



Resultados e Discussdo

cavidade oral. A falta desta pode conduzir a criagdo de biofilme oral que por sua vez
leva a colonizagdo de outras bactérias e fungos, principalmente de espécies de Candida,
responsaveis por infecdes a nivel da cavidade oral, as candidoses (C. Pereira, Veiga,
Amaral, & Pereira, 2013; Rodrigues, 2008).

No presente estudo, relativamente a variavel “higiene didria”, verificou-se que no grupo
de estudo, 15,2% (N=10) ndo efetua a sua higiene diariamente, 22,7% (N=15) apenas o
fazia uma vez por dia, 37,9% (N=25) praticava a acdo 2 vezes por dia, 19,7% (N=13)
higienizava a cavidade oral 3 vezes ao dia e 4,5% (N=3) fazia-o 4 vezes ao dia (Grafico
3); no grupo controlo, 5,9% (N=3) ndo fazia a higiene da cavidade oral diariamente,
15,7% (N=8) apenas o fazia uma vez por dia, 56,9% (N=29) fazia-o 2 vezes ao dia,
17,6% (N=9) efetua a higiene oral 3 vezes por dia e 3,9% (N=2) fazia-o 4 ou mais vezes
ao dia (Grafico 4).

Higiene didria (n." de
vezes/dia)

LN -

Grifico 3 - Higiene oral diaria no grupo "diabéticos"
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Higiene didria (n."
vezes/dia)

0
1
2
3
4 ou mais

Grafico 4 - Higiene oral didria no grupo "ndo diabéticos"

E notavel que a grande maioria da populagio estudada, efetuava a higiene diaria duas
vezes ao dia. No entanto, também ¢ preocupante a quantidade de individuos que ndo
realizava esta tarefa diariamente. Segundo a DGS (Dire¢do Geral da Saude (DGS),
2005), deve-se escovar os dentes duas ou mais vezes por dia, em que a mais importante

sera a noite antes de ir dormir.

Quanto a colonizag¢do na cavidade oral por leveduras do género Candida foi possivel
observar que 43,9% (N=29) dos individuos colonizados eram diabéticos e apenas 17,6%
(N=9) do grupo controlo se encontrava colonizado (Grifico 5). Relativamente ao
observado, pelo teste do qui-quadrado hé diferenca significativa entre ser diabético e
estar colonizado quando comparado com o grupo controlo (p=0,003). Estudos recentes
confirmam o resultado obtido no estudo presente (Fatahinia et al., 2015) (Martinez et

al., 2013) (Sanité et al., 2014) (Volpato et al., 2013).
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Diabetes
100,0% @sim

BINio

Percentagem

Sim Nio
Colonizac¢ido por Candida sp.

Grifico 5 - Colonizagdo por Candida sp. em ambos 0s grupos

Para a identificagdo das diferentes espécies recorreu-se a métodos fenotipicos rapidos,
como inoculacdo em meio de Sabouraud e meio diferencial cromogénico e prova da
blastese. Apenas nas amostras de dificil identificagdo por estes métodos foram
efetuados outros testes fenotipicos como o teste de assimilagcdo de hidratos de carbono,
azoto e agucares (API Candida).

De entre as diferentes espécies que colonizam a cavidade oral dos individuos, verificou-
se que a espécie C. albicans esta presente em 33,3% (N=22) dos individuos diabéticos
colonizados, quando comparado com o grupo controlo que tem 15,7% (N=8); C.
tropicalis apenas estd presente no grupo diabético com 3% (N=2); culturas mistas de C.
albicans e C. tropicalis, estdo presentes no grupo diabético e no grupo controlo, em
4,5% (N=3) e 2% (N=1), respetivamente; C. krusei apenas estd presente no grupo de
estudo em 3% (N=2) (Gréfico 6).

Volpato et al. (Volpato et al., 2013) afirmaram em estudos recentes que C. albicans ¢ a
espécie mais prevalente na cavidade oral, resultado concordante com o presente estudo,
seguida de C. tropicalis, C. krusei e C. guillermondi quer em individuos diabéticos
como ndo diabéticos. Menezes (Menezes & Augusto, 2007) afirmou que C. albicans era

a espécie mais prevalente na cavidade oral, principalmente de individuos diabéticos, no
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entanto a percentagem no seu estudo de C. albicans (80%) € superior a encontrada no

presente estudo em diabéticos (33,3%).

Diabetes

@sim
EINio

100,0%

80,0%

60,0%]

Percentagem

40,0%

C. albicans C. tropicalis C. albicans e C. C. krusei
tropicalis

Espécies de Candida sp.

Grafico 6 — Presenca de diferentes espécies em ambos os grupos

A capacidade das leveduras expressarem enzimas extracelulares, proteinases e
fosfolipases ¢ recorrentemente usado para avaliar a viruléncia das diferentes espécies de
Candida. Para além destes existem outros testes que ndo foram avaliados no presente
estudo, mas que sdo fundamentais para afirmar com certeza se as leveduras presentes
sd0 apenas comensais ou patogénicas (Akcaglar et al., 2011).

Em relagcdo ao estudo da expressdo de enzimas extracelulares: proteinases (Figura 7)
verificou-se que dos 38 isolados, 63,2% (N=24) ndo apresentou producdo de
proteinases, 26,3% (N=10) apresentou uma produgdo positiva (+) e 10,5% (N=4)
apresentou producao positiva forte (++), de acordo com o calculo de Pz (Error! Reference
source not found.). Sanaa Ashor et al. (Ashour, Kheiralla, Maklad, Ameen, & Zaki, 2015)
confirmou no seu estudo que espécies de Candida eram produtora de SAPs, ndo
existindo producdo de proteinases em 100% dos isolados, o que mostra que nem todas
as estirpes sdo produtoras de fatores de viruléncia, como demonstrado no presente

estudo.
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Figura 7 - Resultado da expressio de enzimas extracelulares: proteinases em meio YCB-BSA coradas

com a solugdo de amidoblack para revelag@o.

Proteinases
Negativo
Positivo fraco (+)
Positivo (++)

Grafico 7 — Expressdo de enzimas extracelulares: proteinases

Dos 14 isolados de Candida sp., que apresentaram positividade para a expressdo de
enzimas verificou-se que 28,9% (N=11) eram de C. albicans e 7,9% (N=3) de culturas
mistas de C. albicans e C. tropicalis (Grafico 8). Segundo Kantarcioglu (Kantarciog™lu
& Yu'cel, 2002) C. albicans apresentou atividade proteidsica em 95% das suas
amostras, percentagem bastante superior em relagcdo ao presente estudo (36,8%, N=14).
Segundo Kelly Rorig et al. (Rorig, Colacite, & Abegg, 2009), C. albicans ndo foi a

espécie que apresentou maior atividade de produgdo de proteinases, tendo sido C.
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tropicalis a espécie com maior atividade, o que se opde ao presente estudo em que C.

albicans foi a espécie que apresentou maior atividade.

Pela Tabela 5 & possivel observar as frequéncias e percentagens de producdo de

proteinases consoante a espécie e o grupo diabético/ndo diabético. Verificou-se que no

grupo diabético, 21,1% (N=8) eram de C. albicans, 7,9% (N=3) eram de C. albicans ¢

C. tropicalis (cultura mista) e no grupo controlo, verificou-se que 7,9% (N=3) eram de

C. albicans (Gréfico 9). Segundo Everardo Menezes (Menezes & Augusto, 2007) no

estudo sobre a frequéncia de fatores de viruléncia em diabéticos, 86,6% produziram

proteinases em que 12 isolados pertenciam a C. albicans e apenas 1 a C. tropicalis, tal

como aconteceu neste estudo.

60,0%-

E
o
& 40,0%
S
c
g
s 63,2%
o

20,0%

C. albicans C. albians + C. tropicalis Negativo

Grafico 8 - Expressdo de proteinases por espécie

Tabela 5 - Frequéncias absolutas e respetivas percentagens de produgdo de proteinases por espécie vs

grupo diabético/ndo diabético.

Diabéticos
Nao

diabéticos

C. albicans C. albicans + C. tropicalis Negativo

Frequéncias Percentagem Frequéncias Percentagem Frequéncias Percentagem

) (%) ) (%) ) (%)
8 21,1 3 7.9 18 474
3 7.9 0 0 5 13,2
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Grafico 9 -Produgdo de proteinases por espécie vs grupo diabético/ndo diabético

No estudo de produgdo de fosfolipases (Figura 8) 12 estirpes (31,6%) ndo expressaram
fosfolipases e 26 (68,4%) produziram essas enzimas, em que 10,5% (N=4) ¢ positivo
fraco (+), 36,8% (N=14) ¢ positivo (+++) e 21,1% (N=8) apresenta um positivo muito
forte (++++), resultados de acordo com a o calculo do Pz (Grafico 10); positivo (++) com
Pz entre 0,8 ¢ 0,89 ndo h4d nenhuma amostra. Segundo Kantarciog'lu (Kantarciog'lu &
Yu“cel, 2002) cerca de 62,1% dos isolados produziram fosfolipases tal como no
presente estudo. Jaqueline Silva et al. (Silva, Ferreira, & Candido, 2007) mostraram que

algumas das espécies de Candida produzem fosfolipases.
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Figura 8 - Resultado da expressiao de enzimas extracelulares: fosfolipases em meio fosfolipase

Fosfolipases

Negativo
Positivo Fraco (+)
Positivo (+++)

Positivo Forte
0 (++++)

Grifico 10 - Expressdo de enzimas extracelulares: fosfolipases

Das 26 estirpes positivas, verificou-se que 57,9% (N=22) eram produzidas por C.
albicans, 7,9% (N=3) eram produzidas por culturas mistas, 2,6% (N=1) eram
produzidas por C. tropicalis (Grafico 11). Rorig et al. (Rorig et al., 2009) apresenta

resultados ndo concordantes com o presente estudo no que refere a espécie com maior
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actividade enzimatica, apontando para C. parapsilosis e C. tropicalis como a espécie
com maior atividade.

Pela tabela de frequéncias e percentagens (Tabela 6), verifica-se que: no grupo diabético,
42,1% (N=16) eram correspondentes a C. albicans, 5,3% (N=2) eram de cultura mista e
2,6% (N=1) eram de C. tropicalis; no grupo ndo diabético, 15,8% (N=6) eram de C.
albicans, 2,6% (N=1) era cultura mista e ndo existiu nenhuma de C. tropicalis (Grafico
12). Menezes et al. (Menezes & Augusto, 2007) verificou no seu estudo em diabéticos
que 80% dos isolados eram produtores de fosfolipases, sendo 100% pertencentes a
espécie C. albicans.

Também Hernandez-solis et al. (Hernandez-solis & Rueda-gordillo, 2015)
demonstraram que nos grupos imunocomprometidos, hd maior numero de produgdo de
enzimas extracelulares.

Alves et al. (T. Alves, Neto, Santos, Maria, & Lemes, 2014) demonstraram no seu
estudo que as espécies que tém maior capacidade para produzir enzimas extracelulares
sdo C. glabrata e Candida do complexo “psilosis”, resultados que diferem do presente
estudo.

A presenga destes fatores de viruléncia na cavidade oral de individuos diabéticos sugere
um estudo desses fatores mais pormenorizado, uma vez que a candidose pode ser

considerado um foco para disseminagdo de infecao.
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Grafico 11 - Expressdo de fosfolipases por espécie
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Tabela 6 - Frequéncias absolutas e respetivas percentagens de produgdo de fosfolipases por espécie vs

grupo diabético/nao diabético

C. albicans C. albicans + C. C. tropicalis Negativo

tropicalis

Frequén Percentag Frequénc Percentag Frequénc Percentag Frequénc Percentag

cias (N) em (%) ias (N) em (%) ias em (%) ias (N) em (%)
Diabétic 16 42,1 2 5,3 1 2,6 10 26,3
0s
Nio 6 15,8 1 2,6 0 0 2 5,3
diabétic
0s
. Diabetes
Msim
BINdo
15-
i)
v
c
W
& 10-
v
55

C. albicans  C. albicans + C. tropica
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Grafico 12 - Produgdo de fosfolipases por espécie vs grupo diabético/ndo diabético
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Por fim foi avaliada a variante HbAlc. Verificou-se que 60,6% (N=40) apresentava a
HbAlc superior a 6,5%, 25,8% (N=17) apresentava a HbAlc controlada e para 13,6%

(N=9) nao foi possivel determinar este pardmetro bioquimico (Grafico 13).

40
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o
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17,0
25,8%

9,0
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| I
HbAlc=65 HbAlc<6,5 Nio respondeu

Grafico 13 - Controlo de HbA 1c¢ em individuos diabéticos

Pela variavel “Colonizagdo por Candida vs HbAlc”, verificou-se que 28 dos individuos
diabéticos era colonizado por Candida, em que 67,9% (N=19) apresentava valores de
HbA ¢ superiores a 6,5%, ou seja apresentavam a doenca descontrolada e 32,1% (N=9)
apresentavam valores de HbA 1c controlada (< 6,5%) (Grafico 14).

Apoés realizacdo do teste do qui-quadrado verificou-se que ndo havia significado
estatistico entre ter a diabetes descontrolada e estar colonizado por leveduras do género
Candida, no entanto prevé-se um risco acrescido para a coloniza¢do. Dos 57 individuos
em que foi possivel determinar a HbAlc, 21 (72,4%) ndo apresentava coloniza¢do mas
tinha valores de HbAlc superiores a 6,5%. Este resultado pode encontrar-se
inflacionado pelo facto de ser uma amostra pequena. Segundo Manfredi et al.(Manfredi,
McCullough, Al-Karaawi, Hurel, & Porter, 2002) ndo ha diferenca significativa na

HbAlc descontrolada e a colonizagdo por Candida, tal como sugere o presente estudo.
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No entanto, Shenoy et al. (Shenoy et al., 2014) defende que manifestagdes de infe¢do na

cavidade oral, como a candidose poderdo estar dependentes do controlo de HbA1 em

diabéticos.
ye HbAlc
MHbAlC = 6,5
BHbAlc < 6,5
20
8 15+
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Colonizagao por Candida sp.

Grafico 14 - Presenca de Candida sp. em individuos diabéticos

A espécie mais prevalente no grupo em que a HbAlc € superior a 6,5% ¢ C. albicans

(Grafico 15) visto que 14 individuos estavam colonizado por esta espécie.
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Grifico 15 - Presenga de diferentes espécies no grupo diabético de acordo com valores HbAlc > 6,5% ou
<6,5%
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Conclusoes

Candida sp. ¢ um fungo ubiquitario que faz parte da flora comensal do Homem. Esta
presente em cerca de 40% a 60% dos individuos saudaveis (Shenoy et al., 2014).
Quando perante sistemas imunitarios debilitados, pode evoluir de comensal a
patogénico (Boparai et al., 2014; Francois et al., 2013).

A infecdo por Candida sp. depende de diversos fatores de viruléncia, tais como:
alteracdes fenotipicas; capacidade de adesdo e invasdo por adesinas; capacidade de
expressar enzimas extracelulares como proteinases e fosfolipases e formagdo de
biofilme (Deepa et al., 2015; Herndndez-solis & Rueda-gordillo, 2015). Para além
destes, existem fatores predisponentes do Hospedeiro como: pH e temperatura da
cavidade oral; sistema imunitario debilitado; xerostomia; distirbios endocrinos; doengas
sistémicas; antibioterapia prolongada (Hernandez-solis & Rueda-gordillo, 2015;
Pereira-Cenci et al., 2008; Raju & Rajappa, 2011).

A coloniza¢do por Candida foi demonstrada, com maior incidéncia em individuos
diabéticos quando comparados com individuos ndo diabéticos, 43,9% e 17,6%,
respetivamente. Assim, afirma-se que ser diabético e estar colonizado por Candida é um
fator importante a ter em conta, visto existir diferenca estatistica.

No que respeita as diferentes espécies, verificou-se uma maior colonizacdo por C.
albicans, em particular no grupo diabético (33,3%), tal como em estudos recentes.
Relativamente a capacidade de expressar enzimas extracelulares, como proteinases e
fosfolipases, conclui-se que leveduras do género Candida albergam essa capacidade, e ¢
C. albicans a espécie com maior capacidade de as expressar. Individuos diabéticos,
apresentam o sistema imunitario comprometido e assim sao mais susceptiveis a infecao
por este fungo. O género Candida, mais concretamente a espécie C. albicans expressa
mais enzimas extracelulares quando perante um sistema imunitério debilitado.

A HbAlc podera ser um fator importante para a colonizagdo por Candida, pois quando
esta se encontra descontrolada, poderé deixar os individuos mais susceptiveis a infecdes
causadas por este género a nivel da cavidade oral, como candidose. No presente estudo
ndo se verificou uma diferenga significativa para a coloniza¢do por Candida, estando
Hbalc controlada ou ndo. No entanto, conclui-se que hd um risco acrescido para a
colonizagdo por Candida se a HbAlc estiver descontrolada.

E necessario que haja continuidade nos estudos de viruléncia do género Candida, uma

vez que a expressdao de enzimas extracelulares ndo € por si so suficiente para se poder
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afirmar que a espécie € virulenta ou ndo. Assim, como também ¢ importante o estudo da
formagdo de biofilme, aspeto fulcral na colonizacdo e infe¢do por leveduras do género

Candida.
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, INSTITUTO
SUPERIOR

ﬂ DE CIENCIAS

| DA SAUDE

| \& EGAS MONIZ

TEXTO INFORMATIVO PARA O DOENTE

A estudante Vania Sofia Saraiva Neves, aluna do 5° ano do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas, no Instituto Superior de Ciéncias da Salde Egas Moniz, estd a
desenvolver um estudo de investigacdo no ambito da Tese de Mestrado do MICF , sob a
orientacao da Doutora Maria Guilhermina Martins Moutinho e da Mestre Teresa Nascimento,
cujo titulo é “Estudo da flora fungica oral em individuos diabéticos ndo portadores de
proétese”.

O presente estudo visa investigar a presenca e prevaléncia de Candida spp; estudar
genotipicamente os factores de viruléncia associados as espécies de Candida isoladas;
avaliar a relagdo entre o biofilme leveduriforme oral e o desenvolvimento de estomatite
protética; desenvolver um protocolo de higienizacdo e seguidamente avaliar as alteracdes
fenotipicas e genotipicas obtidas sobre a flora leveduriforme.

Para a realizacao do presente estudo, serdo observados individuos diabéticos sem
implantes e individuos saudaveis sem implantes. Sera realizada, aos participantes, uma
observacéo clinica intra-oral que tera por objectivo a avaliagdo das condicdes da cavidade
oral.

Venho assim solicitar a vossa colaboracao para o presente estudo.
Sem outro assunto, de momento,
Grata pela atencdo disponibilizada,

Atentamente,

Vania Sofia Saraiva Neves
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Cansentimento Infermado

Cédigo | IMP:EM.PE.17_02

Monte de Caparica, 23 de Margo de 2015

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito da Tese de Mestrado do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas do
Instituto Superior de Ciéncias da Satide Egas Moniz, sob a orientagdo do(a) Professor(a)
Doutor(a) Maria Guilhermina Martins Moutinho ¢ da Mestre Teresa Nascimento, solicita-se
autorizacdo para a participacdo no solicita-se autorizag@o para a participagdo no “Estudo da
flora fingica oral em individuos diabéticos ndo portadores de protese da populacdo
constituida por pacientes da Clinica Dentaria Universitaria Egas Moniz com o objetivo de
investigar em individuos diabéticos e em individuos saudaveis, a presenca e prevaléncia de
Candida spp; Estudar genotipicamente os factores de viruléncia associados as espécies de
Candida isoladas; Avaliar a relagdo entre o biofilme leveduriforme oral e o desenvolvimento
de estomatite protética; Desenvolver um protocolo de higienizacdo e seguidamente avaliar as

alteracdes fenotipicas e genotipicas obtidas sobre a flora leveduriforme.

A participacdo neste estudo ¢ voluntaria. A sua ndo participagdo ndo lhe trarda qualquer

prejuizo.

A informagao recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou publicacdo e sera
tratada pelo(s) orientador(es) e/ou pelos seus mandatados. A sua recolha ¢ andnima e

confidencial.

(Riscar o que ndo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as

condi¢des do mesmo e que ndo tenho duvidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mae ou tutor legal)
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Cansentimento Infermado

Cédigo | IMP:EM.PE.17_02
Monte de Caparica, 23 de Margo de 2015

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito da Tese de Mestrado do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas do
Instituto Superior de Ciéncias da Satde Egas Moniz, sob a orientacdo do(a) Professor(a)
Doutor(a) Maria Guilhermina Martins Moutinho e da Mestre Teresa Nascimento, solicita-se
autorizacdo para a participacdo no solicita-se autorizagdo para a participagdo no “Estudo da
flora fingica oral em individuos diabéticos ndo portadores de protese” da populagdo
constituida por pacientes do laboratério Lumilabo com o objetivo de investigar em
individuos diabéticos e em individuos saudaveis, a presenga e prevaléncia de Candida spp;
Estudar genotipicamente os factores de viruléncia associados as espécies de Candida isoladas;
Avaliar a relagdo entre o biofilme leveduriforme oral e o desenvolvimento de estomatite
protética; Desenvolver um protocolo de higienizagdo e seguidamente avaliar as alteragdes

fenotipicas e genotipicas obtidas sobre a flora leveduriforme.

A participagdo neste estudo ¢ voluntaria. A sua ndo participagdo ndo lhe trara qualquer

prejuizo.

A informagdo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou publicagéo e sera
tratada pelo(s) orientador(es) e/ou pelos seus mandatados. A sua recolha ¢ andénima e

confidencial.

(Riscar o que ndo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as

condi¢des do mesmo e que ndo tenho duvidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mae ou tutor legal)
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INSTITUTO
a’&‘%w Colheitan®:
EGAS MONIZ Data da Colheita: ___/ /

. Local: T
QUESTIONARIO
“Estudo da flora fungica em individuos diabéticos ndo portadores de
protese”™
Idade: SEXo: MO FO  Nacionalidade:

Tem dentes para tratar? Sim [J  N3o [J Quantos?

Usa préteses removiveis ou fixas? Sim [ N3o [J

Diagnéstico Prétetico:

Classel: (]  Cassell: 0 dasselii: 0 dasseiv: ] Total: [J

Tipo De Prétese/Data De Colocacdo: / /
ACRiLIcA: O Crco: O TOTAL: O

Adaptacdo Da Prétese: Sim: [ Nio: [

Sinais Clinicos De LesGes Mucosas:
Rubor:[] Sangramento:[] Eritema:[] Epulides:[] Escaras:[]

Patologias Associadas
Diabetes Sim: [J  N&o: [J Tipo:
Insulino-Dependente: Sim [] Nao []

Anti-Diabéticos Orais: Sim (] N3o [J  Sesim, Qual:

Xerostomia: [] Doenca Auto Imune: [] Queilite: (]
Tabaco:Sim L] N3o [J, Quantos Por Dia: ___
Alcool: Sim ] N&o [J

Terapéutica (Cortico/Anticoliné/Antidepre/Antibio):

Final:
Higiene Escovagem N° Vezes Dia: ___ Fio Dentario: (]
Elixir: [J Outros Meios: [ Refere Sangramento: []
Rubrica Do Clinico:

Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz
Campus Universitario - Quinta da Granja, 2829-511 Caparica -Portugal
Tel/Fax: (+351) 212946700 / (+351) 212946768
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INSTITUTO
SUPERIOR

DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ Tese de Mestrado

“Estudo da flora fungica oral em individuos diabéticos ndo portadores
de prétese”

PROTOCOLO DE COLHEITA

1. Preparacao do doente
N&o deve estar sujeito a terapéutica antibidtica e antimicdtica nas 3 semanas precedentes.

2. Execucdo da colheita
2.1.  Individuos protésicos:
Mucosa associada ao implante: Rolar uma zaragatoa no rebordo do implante.

2.2.  Individuos ndo protésicos:
Mucosa oral: Rolar uma zaragatoa na face interna da bochecha.
Identificar, datar e colocar a zaragatoa no meio de transporte (meio de Amies).
A amostra devera ser processada nas 48h seguintes.

Rubrica do Clinico:

Instituto Superior de Ciéncias da Satide Egas Moniz
Campus Universitario - Quinta da Granja, 2829-511 Caparica -Portugal
Tel/Fax: (+351) 212946700 / (+351) 212946768
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I~

Ex.ma Senhora

Vania Sofia Saraiva Neves

Monte de Caparica, 1 de dezembro de 2014

Ex.ma Senhora,

Venho comunicar-lhe que o Pedido de Parecer que submeteu a apreciagdo da Comissao de
Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “Estudo da flora fungica oral em individuos
diabéticos nao portadores de protese”, foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comissao de Etica da Egas Moniz
N
",

Prof2. Doutora Maria Fernanda de Mesquita

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitario — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica
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