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RESUMO

Baseado na necessidade de melhor compreensido dos mecanismos de colonizacdo e
patogenicidade por leveduras de Candida provenientes da cavidade bucal de criancas com
Sindrome de Down, o objetivo deste estudo de caso controle foi avaliar a capacidade de producéo
de tubos germinativos e exoenzimas (aspartil proteinases e fosfolipases) por C. albicans bucais
€ o comportamento frente a toxinas “killer”. Foram empregadas 35 (87,5%) cepas de C. albicans
bucais de criancas com Sindrome de Down e 10 (12,5%) de criancas sem sindrome. A producao
de tubos germinativos e a deteccao de exoenzimas e sensibilidade a toxinas por isolados de
Candida foram realizadas segundo as técnicas de Reynolds-Braude, Ruchel, Prince e Polonelli
et al. respectivamente. O teste de Reynolds-Braude mostrou melhor capacidade indutora de
formacao de tubos germinativos no grupo de criancas com Sindrome de Down. Em ambos
grupos teste e controle houve a deteccao de exoenzimas, entretanto cepas de C. albicans de
criancas com alteracdo cromossOmica apresentaram-se mais aspartil proteoliticas e
fosfolipidolitipas. Diferencas estatisticas foram significativas em relacdo ambas capacidades
biolégicas anteriormente descritas (teste de Reynolds-Braude e atividade exoenzimatica das
cepas de Candida) (p < 0,05). Biotipagem por toxinas “killer” mostrou maior diversidade de
biotipos em criancas com sindrome de Down. Conclui-se que as cepas de C. albicans oriundas
da mucosa bucal de criancas com Sindrome de Down apresentaram in vitro uma maior
predisposicao a colonizagao e a patogenicidade, além de uma melhor expressividade fenotipica
em relacdo as toxinas “killer”.

UNITERMOS: candidiase bucal; sindrome de Down.

SUMMARY

Based on the need of better understanding of the colonization and pathogenicity
mechanisms for Candida yeasts coming of the buccal cavity of children with Down’s syndrome,
the objective of this study of case control was to evaluate the capacity of production of germ
tubes and exoenzymes (aspartil proteinases and phospholipases) for buccal C. albicans and
the behavior front killer toxins. They were used 35 (87.5%) buccal C. albicans strains of
children with Down’s syndrome and 05 (12.5%) of children without syndrome. The production
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of germ tubes and the exoenzymes detection and sensibility to killer toxins_ for Candida isolates
were accomplished according to Reynolds-Braude, Ruchel, Prince and Polonelli et al.
techniques respectively. The Reynolds-Braude test showed better capacity of induce the
formation of germ tubes in the children group with Down’s syndrome. In both study and
control gruops had the exoenzymes detection, however C. albicans strains of children with
chromossomal alteration came more aspartil proteolitics and phospholipidolitics. Differences
statistics were previously significant in relationship both biological capacities described
(Reynolds-Braude test and exoenzymatic activity of Candida strains) (p < 0.05). Biotypical
for killer toxins showed larger biotypes diversity in children with Down’s syndrome. It is
ended that C. albicans strains originating of the buccal mucosa of children with Down’s
syndrome presented in vitro a larger predisposition the colonization and the pathogenicity,
besides a better phenotypic expressiveness in relation to killer toxins.

UNITERMS: buccal candidiasis; Down’s syndrome.

INTRODUCAO

A deteccao de leveduras de Candida na
cavidade bucal ocorre desde o nascimento da
crianca. Esta situacdo saprobia favorece uma
melhor adaptacao deste microrganismo a micro-
biota da boca, tornando-o presente durante toda
a vida humana.?45° O isolamento e a identificacao
das cepas de Candida, a partir de material bio-
légico bucal, somente ganham importancia clinico-
laboratorial quando ha relato de desconforto por
parte do paciente conjuntamente com com-
provacao médico-odontolégica. O comprometi-
mento do desenvolvimento cognitivo das criancas
com sindrome de Down dificultam a percepcao das
alteragoes patoldgicas que os isolados de Candida
possam causar na boca. Cabe assim, ao clinico
o diagnéstico de candidiase bucal, seguido de
confirmacao laboratorial.®

As modificac6es bioldgicas, fisico-quimicas e
iatrogénicas que se processam na boca, fazem com
que as cepas de Candida deixem a condigao leve-
duriforme e passem a forma filamentosa. O dimor-
fismo fungico de Candida ¢ induzido pela for-
macao de tubos germinativos. Estas modificacées
favorecem o desencadeamento mais acentuado
da capacidade de aderéncia de C. albicans que
envolve por parte do fungo, glicoproteinas de su-
perficie, proteinas do tipo lectinas, que reconhecem
diferentes tipos de carboidratos e receptores para
a fracao C3b do sistema complemento e por parte
das células epiteliais bucais do hospedeiro, re-
ceptores para as adesinas de Candida (fibro-
nectina, fibrina e laminina). A forma micelial de
Candida induz assim maior capacidade de viru-
léncia fingica, devido nao somente ao aumento da
superficie de aderéncia, mas também a variabi-
lidade de antigenos de superficie e a capacidade
de resistir a fagocitose extra e intracelular!o!1.15,

Nas criancas com sindrome de Down, a dieta
alimentar baixa em carboidratos e o uso de anti-
bidticos restrito, dificultam a elevacao do indice
de povoamento de Candida na boca e conse-
qiientemente a manifestacao de infeccao.!®

Aspartil proteinases e fosfolipases sao as prin-
cipais exoenzimas produzidas por C. albicans e
relacionadas com os atributos de viruléncia deste
fungo. A atividade enzimatica das aspartil pro-
teinases € mediada por uma familia (Saps) de pelo
menos 10 genes e detectada em meio contendo
soroalbumina bovina a pH 5,0. Detentoras de baixa
especificidade por substratos protéicos, detém
ainda a capacidade de clivar anticorpos IgA e IgG,
queratina, hemoglobina, colageno e mucina. As
fosfolipases, compreendem as fosfolipases A, B e
C, lisofosfolipase e lisofosfolipase transcetilase,
codificadas também por 10 gens LIPs. Contribuem
com a infecciosidade de cepas de C. albicans li-
sando ou alterando os fosfolipidios da membrana
da célula hospedeira e, conseqiientemente, favore-
cendo melhor aderéncia e a penetracao da levedura
ao tecido acometido.!49:13

A biotipagem de Candida por toxinas “killer”
constitui uma caracterizacao fenotipica. Nove leve-
duras “killer” sao empregadas neste estudo, de-
monstrando assim a sensibilidade das cepas de
Candida a estas leveduras e a diversidade de
isolados fungicos existentes. Estas toxinas atuam
formando poros na membrana citoplasmatica do
fungo exposto, acarretando permeabilidade alte-
rada, com perda de ions potassio, inibicao do
transporte ativo de aminoacidos e acidificacao do
interior celular, induzindo apoptose.81!

Este trabalho teve por objetivo avaliar a capa-
cidade de producao de tubos germinativos e exoen-
zimas (aspartil proteinases e fosfolipases) por
cepas de C. albicans bucais de criancas com sin-
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drome de Down e o comportamento frente as
toxinas “killer”.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Quarenta e cinco cepas de C. albicans isoladas
da cavidade bucal de criancas foram empregadas
neste estudo de caso controle, sendo 35 (87,5%)
(35/40) isolados provenientes de criancas com
sindrome de Down e 10 (12,5%) (10/80) oriundas
de criancas sem sindrome. Todas as criancas
apresentavam mucosa bucal integra, nao faziam
uso de medicamentos, possuiam faixa etaria de
O a 10 anos e foram atendidas na Clinica de
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Goias (CO/FO/UFG) em
Goiania-GO/Brasil. Este estudo foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica
Humana e Animal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias, e os pais e/ou res-
ponsaveis pelas criancas forneceram consenti-
mento aos pesquisadores.

Teste de Reynolds-Braude

A formacéao de tubos germinativos ocorreu em
tubo de ensaio contendo 2 mL de soro fetal bovino
em presenca de uma alcada de colbénias de C.
albicans a ser testada, obtida de cultivo em agar
Sabouraud dextrose por 48h e incubada a 37°C. A
leitura, para a observacao do efeito Reynolds-
Braude, foi feita a cada hora por até 3h.3

Exoenzimas

A producao de enzimas extracelulares por C.
albicans foi detectada para aspartil proteinases em
meio basico enriquecido com soroalbumina e
vitaminas e para fosfolipases em agar Sabouraud

QUADRO 1 - Codificagao do sistema “killer”.
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dextrose acrescido de gema de ovo. Apds incubacao
em estufa a 37°C por 48h para aspartil proteinases
e por 96h para fosfolipases, a leitura dos isolados-
teste e da cepa padrao (C. albicans CBS 562),
cedida pela micoteca do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-
USP/Brasil), foi realizada com base na zona de
precipitacao ao redor do ponto de inoculacao dos
isolados de Candida. A atividade enzimatica (P,)
decorreu da razao entre o diametro da coldnia (dc)
e o diametro da colonia acrescido da zona de
precipitacao (dcp). Os resultados foram assim
classificados em negativo (Pz = 1 cm), positi-
vo (0,64 cm = Pz < 1 cm) e fortemente positivo
(Pz < 0,64 cm)'4.

Tipagem por toxinas “killer”

A sensibilidade a estas toxinas foi feita com
base nas técnicas de Polonelli et al.® As cepas de
Candida isoladas e as leveduras capazes de ex-
pressar o fenéomeno “killer,” cedidas pela micoteca
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universi-
dade de Sao Paulo (ICB-USP Brasil), através da
Universidade de Parma-Italia, foram advindas de
crescimento de agar Sabouraud modificado. A
execucao desta prova realizou-se através da rea-
lizacao da suspensao de cepas de C. albicans
testada (in6éculo com tubidez ajustada em 3 na
escala de McFarland) e vertemento de 1mL desta
suspensao em placa de Petri. Posteriormente foi
adicionado o meio de deteccao do efeito “killer”
resfriado a 45°C. Apdés homogeneizacao e so-
lidificacao do meio, foram colocadas as cepas
“killer” e as placas incubadas a 25°C por 24-48h.
O efeito “killer” foi admitido como positivo quando
verificou-se a formacao de uma zona clara de
inibicao de crescimento ao redor da levedura
“killer”. A leitura do teste foi feita através de cédigo
preconizado por Polonelli et al.? (Quadro 1).

Atividade do 12 “triplet” de leveduras

Atividade do 22 “triplet” de leveduras

Atividade do 32 “triplet” de leveduras

K1 K2 K3 Cédigo K4 K5 K6 Cédigo K7 K8 K9 Cédigo

+ + + 1 + + + 1 + + + 1

+ _ 2 + - 2 + + _ 2

- + 3 + - 3 + _ + 3
- + + 4 - + + 4 - + + 4
+ - - 5 + — — 5 + — _ 5
- + - 6 - + - 6 - + - 6
- - + 7 - - + 7 - - + 7
- - - 8 - - - 8 - - - 8
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Estatistica

Foi realizada aplicando o teste de X2 (Qui-
quadrado) para correlacionar o nimero de cepas
de Candida indutoras da formacao de tubos
germinativos em diferentes intervalos de tempo e
atividade de producgao exoenzimatica entre isola-
dos provenientes da mucosa bucal de criancas com
e sem Sindrome de Down. Os valores obtidos
foram considerados estatisticamente significantes
quando p < 0,05.

RESULTADOS

Detectou-se a formacao de tubos germinati-
vos em todas as cepas de C. albicans presente em
soro fetal bovino dentro de 2h. No entanto os
isolados de fungo leveduriforme procedentes de
criancas com sindrome de Down apresentaram
teste de Reynolds-Braude positivo dentro 1h para
12 (34,3%) (12/35) cepas. Diferenca estatistica
constatou-se entre os tempos de formacao de tubos
germinativos oriundos dos grupos teste e controle
deste estudo p < 0,05. (Tabela 1 e Figura 1).

A producao de aspartil proteinases e fosfoli-
pases foi presenciada em 32 (91,4%) (32/35) iso-
lados de C. albicans procedentes da cavidade
bucal de criancas com sindrome de Down. Por sua
vez, todas as cepas de C. albicans, isoladas da
boca de criancas sem esta cromossomopatia,
induziram a um perfil enzimatico (aspartil protei-
nases e fosfolipases) de ausente a altamente
detectavel. A comparacao entre os niumeros de ce-
pas de C. albicans enzimo-nao produtoras, produ-
toras e expressivamente produtoras mostrou-se
estatisticamente significante para ambas enzimas
(aspartil proteinase e fosfolipase) p< 0,05. (Ta-
bela 2 e Figuras 2 e 3).
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TABELA 1 - Formacao de tubos germinativos por cepas
de C. albicans bucais de criancas em soro fetal bovino.
Goiania/GO, Brasil.

Criancas com Criancas sem

Tempo sindrome de Down sindrome de Down
n (%) n (%)
1h 12 (34,3)
2h 23 (65,7) 10 (100,0)
Total 35 (100,0) 10 (100,0)

Relagao estatistica entre os tempos de formagao de tubos germinativos
(x2 = 4,66; p < 0,05).
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Figura 1 - C. albicans bucais de criancas com

Sindrome de Down formando tubos germinativos em
soro fetal bovino a 37°C apés 2h.

A biotipagem das cepas de C. albicans, isola-
das da boca de criancas com e sem sindrome de
Down, frente as leveduras produtoras de toxinas
“killer” permitiu a deteccao de 5 biotipos dife-
rentes. Maior diversidade destes biotipos foi veri-
ficada no grupo de criancas portadoras desta
alteracao cromossomica (Tabela 3).

TABELA 2 - Deteccdo de aspartil proteinases e fosfolipases por cepas de C. albicans bucais de criancas. Goia-

nia/GO, Brasil.

Criangas com sindrome de Down

Criangas sem sindrome de Down

Pz aspartil proteinases fosfolipases aspartil proteinases fosfolipases
n (%) n (%) n (%) n (%)
Pz=1 03 (8,6) 02 (20,0)
0,64 >2Pz<1 14 (40,0) 06 (17,1) 08 (80,0) 06 (60,0)
Pz <0,64. 21 (60,0) 26 (74,3) 02 (20,0) 02 (20,0)
Total 35 (100,0) 35(100,0) 10 (100,0) 10 (100,0)
Pz (atividade enzimatica): negativo (Pz = 1cm), positivo (0,64 cm = Pz < 1 cm) e fortemente positivo (Pz < 0,64 cm).
Relagao estatistica entre os numeros de cepas de C. albicans proteinoliticas e altamente proteinoliticas (x2 = 4,98; p < 0,05).
Relacao estatistica entre os numeros de cepas de C. albicans fosfolipidoliticas e altamente fosfolipidoliticas (x? = 7,09; p < 0,05).
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Figura 2 - C. albicans bucais de criancas com
Sindrome de Down produtoras de aspartil proteinases
em meio com albumina a 37°C apés 24h.

TABELA 3 - Biotipos (segundo a sensibilidade as
toxinas “killer”) detectados em cepas de C. albicans
bucais de criangas. Goiania/GO, Brasil.

Criancas com Criancas sem

Biotipos sindrome de Down sindrome de Down
n (%) n (%)
111 16 (45,7) 05 (100,0)
112 13 (37,1)
121 03 (8,6)
186 02 (5,7)
888 01(2,9)
Total 35 (100,0) 05 (100,0)
DISCUSSAO

As leveduras do género Candida continuam
sendo o fungo leveduriforme mais relacionado no
acometimento de processos de colonizagao e/ou
infecciosidade na cavidade bucal. Albicans € a
espécie de Candida freqiientemente detectada e
detentora de melhor capacidade adaptativa e de
patogenicidade, em decorréncia do elevado indice
de isolamento, quando comparada com demais
outras espécies desta levedura identificada da
boca.l2459 Nas criancas com sindrome de Down,
a integracao das cepas de Candida bucais, como
elemento vinculado a microbiota tépica e indutor
de infecciosidade parecem sofrer influéncia dos
proprios transtornos anatomo-fisiologicos indu-
zido por esta cromossomopatia. Acromicia, macro-
glossia relativa, lingua fissurada, hipertrofia pa-
pilar, lingua geografica, palato duro menor e ogival,
protusao lingual, hipotonicidade muscular, mor-
dida aberta anterior e mordida cruzada, doenga
periodontal, anomalias dentais, maloclusao den-
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Figura 3 - C. albicans bucais de criancas com
Sindrome de Down produtoras de fosfolipases em meio
ASD enriquecido gemas de ovos a 37°C ap6s 72h.

Figura 4 - Bidtipo 111 apresentado por C. albicans
bucal de crianca com Sindrome de Down frente as
leveduras produtoras de toxinas “Killer”.

taria, pH alto e fissuras nos cantos labiais cons-
tituem alteracoes odonto-clinicas presenciadas nas
criancas com esta alteracao cromossoémica, contri-
buindo assim como fatores coadjuvantes para o
povoamento de cepas de Candida na boca e con-
seqiientemente para a candidiase bucal.1011.15
Durante a fase de portador assintomatico, as
leveduras de Candida na boca apresentam-se na
forma arrendondada e em baixo ntmero. Entre-
tanto indice de correlagcao de carreamento de cepas
de C. albicans bucais entre criancas com e sem
sindrome de Down tem favorecido os individuos
portadores desta cromossomopatia.® A transicao
da forma saprébia para a patogénica é multifatorial
e tem associacdo com ruptura do equilibrio
parasita-hospedeiro. Fatores de viruléncia das
cepas de Candida sao mais pronunciados nesta
fase, havendo o dimorfismo a forma filamentosa
com melhor capacidade de aderéncia a superficie
parasitada. Producao de aspartil-proteinases é
evidenciada e nos isolados de C. albicans ocorre
a deteccao na terminalizacao de seus micélios da
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producao de fosfolipases, induzindo maior agre-
gacao as camadas mais profundas do tecido in-
fectado com comprometimento do mosaico fluido
celular. A forma micelial da Candida constitui
ainda um atributo que dificulta a acao das células
fagocitarias, agregando-se a variabilidade fenoti-
pica (“switching”) das cepas de C. albicans que
pode favorecer alteracao na suscetibilidade para a
atividade fungicida dos neutréfilos e drogas anti-
fangicas. Estas caracteristicas dos cultivos de
C. albicans retratam a patogenicidade desta leve-
dura.!24513 Tais fatos foram evidenciados em
nosso estudo, haja visto todas leveduras de C.
albicans induzirem a formacao de tubo germi-
nativo dentro de 2 h em soro fetal bovino, embora
12(34,3%) (12/35) isolados de C. albicans pro-
venientes da mucosa bucal de criancas com sin-
drome de Down tenham formado em 1h.

Quanto a producao de enzimas extracelulares
por cepas de C. albicans bucais, as leveduras do
grupo de criancas com sindrome de Down foram
mais aspartil proteoliticas e fosfolipidoliticas que
as oriundas do grupo controle (criangas sem sin-
drome de Down). Vidotto et al.'® demonstraram
uma correlacao entre atividade exoenzimatica e a
alta producao de tubos germinativos por 113 cepas
de C. albicans de pacientes HIV, favorecendo pro-
vavelmente maior penetracao a mucosa infectada.
Pinto® evidenciou em 65 isolados de C. albicans,
obtidos de pacientes HIV e hospitalizados, a capa-
cidade de todos induzirem a formacao de tubos
germinativos.

A sensibilidade a toxinas “killer” constitui um
dos métodos fenotipicos empregados para tipificar
leveduras de Candida, além de permitir uma me-
lhor compreensao da epidemiologia leveduriforme
quando a variabilidade de cepas envolvidas na
colonizacao de um sitio anatémico e/ou no estabe-
lecimento de uma infeccao por Candida. Biodiver-
sidade de 5 biotipos (111, 112, 121, 186 e 888)
de sensibilidade a toxinas “killer” foi presenciado
nas cepas de C. albicans bucais de criancas com
sindrome de Down, enquanto nas cepas oriundas
do grupo controle (criancas sem sindrome) de-
tectou-se apenas um biotipo (111). Maffei* obser-
vou em cepas de C. albicans provenientes da boca
de mulheres gestantes os biotipos: 111, 211 e 212.
Todavia o biotipo 111 foi predominante em ambos
os isolados de C. albicans da cavidade bucal de
criancas com e sem sindrome de Down e concor-
dou com o trabalho original de Polonelli et al.® que
foi capaz de produzir 25 tipos diferentes numa
populacao de 100 amostras de leveduras, com a
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prevaléncia deste mesmo biotipo em 52% de seus
isolados analisados.

CONCLUSAO

A anadlise da capacidade de formacgao de tubos
germinativos, producio de enzimas extracelulares
(aspartil proteinaes e fosfolipases) e comporta-
mento frente a sensibilidade de toxinas “killer” por
cepas de C. albicans bucais de criancas com
sindrome de Down mostraram-se, em relagao
as leveduras deste mesmo fungo provenientes da
mucosa bucal de criancas sem sindrome, com
melhor predisposicdo a colonizacao e a patogeni-
cidade por este fungo leveduriforme, na boca das
criancas com esta cromossomopatia, além de uma
melhor expressividade fenotipica em relacao as
toxinas “killer”.
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