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RESUMO

O microbioma humano ¢ bastante complexo e diversificado sendo que a cada zona
anatomica corresponde um habitat especifico, constituido por uma diversidade de
microrganismos. O microbioma oral ¢ maioritariamente constituido por espécies
bacterianas, porém os fungos também fazem parte da sua constituicdo. Estes
microrganismos organizam-se preferencialmente na forma de biofilmes, conseguem viver
em comunidade e, em conjunto com fatores intrinsecos ao ambiente oral, promovem a
sua homeostasia, contribuindo assim para a manutencao de um estado saudavel.

O género Candida coloniza a cavidade oral da maioria da populagdo, contudo, em
individuos com o sistema imunitdrio comprometido consegue expressar a sua
patogenicidade, devido ao seu caracter oportunista. Para tal, sdo relevantes os fatores de
viruléncia que possui, tais como: adesdo, dimorfismo, producao de enzimas hidroliticas,
variabilidade fenotipica e formagao do biofilme.

Tem sido atribuida especial atencdo a capacidade da levedura em formar um biofilme,
uma vez que Candida forma um biofilme heterogéneo, resistente aos mecanismos de
defesa do hospedeiro, bem como aos farmacos antifungicos, e ¢ responsavel por varias
infegdes orais e sistémicas. A candidose oral ¢ a infe¢do fingica mais frequente resultante
do biofilme de Candida na cavidade oral. Porém, o impacto do biofilme oral revela-se
também em infecdes orais como a carie, periodontite, endodontite, podendo ainda estar
associado ao carcinoma oral.

Com o aumento de hospedeiros com fatores predisponentes, as resisténcias as
terapéuticas antifungicas convencionais t€m aumentado, como tal torna-se imprescindivel
tentar solucionar esta problematica, recorrendo a terapé€uticas alternativas como sao

exemplo os probioticos, produtos naturais e a terapéutica fotodinamica.

Palavras-chave: microbioma oral, Candida, biofilme oral, infegdes orais, terapéutica

antifingica, terap€uticas alternativas.



ABSTRACT

The human microbiome is rather complex and diverse, being that each body region
corresponds to a specific habitat, formed by a multitude of microorganisms. The oral
microbiome is mostly constituted of bacterial species; however fungi are also part of their
constitution. These microorganisms organize themselves in the form of biofilms, can live
in community, and set with intrinsic factors to the oral environment, promote their
homeostasis, contributing to the maintenance of a healthy state.

Candida colonizes the oral cavity of the majority population, however, in individuals
with compromised immune system can express its pathogenicity, because of their
opportunistic character. For this, it possesses virulent relevant factors, such as: adhesion,
dimorphism, hydrolytic enzymes production, phenotypic variability and biofilm
formation.

It has been assigned special attention to the yeast capacity in form biofilm, once
Candida forms one heterogeneous biofilm, resistant to the host defense mechanisms, as
well as to antifungal drugs, and is responsible for several oral and systemic infections.
Oral candidiasis is the most frequent fungal infection, resulting from Candida biofilms in
the oral cavity. However, the biofilm impact also reveals itself in forms of oral infections,
such as caries, periodontitis, endodontic infection, and also associated with oral
carcinoma.

The increase of hosts with predisposing factors, resistance to antifungal conventional
therapies have also increased, therefore it is indispensable to solve this problematic, using
alternative therapies, as for example probiotics, natural products and photodynamic

therapy.

Keywords: oral microbiome, Candida, oral biofilm, oral infections, antifungal

therapie, alternative therapies
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Introducdo

1 INTRODUCAO

O termo microbioma foi criado por Joshua Lederberg, que definiu o microbioma como
o conjunto de microrganismos comensais € patogénicos que vivem em comunidade com
as células do hospedeiro. Assim, o nome atribuido ao conjunto de microrganismos
integrados na cavidade oral tem-se alterado ao longo do tempo, podendo ser designado
por microflora oral, microbiota oral ou, mais recentemente, microbioma oral (Dewhirst
et al., 2010; Hanson & Weinstock, 2016).

Os microrganismos presentes no microbioma oral existem maioritariamente sob a
forma de biofilmes, formando um ecossistema complexo e equilibrado. De facto, ao longo
dos ultimos anos, tem sido descrito que o biofilme ¢ considerado a principal forma de
crescimento dos microrganismos, tendo em conta que a cavidade oral proporciona o
ambiente ideal para o seu desenvolvimento (Fanning & Mitchell, 2012; Gulati & Nobile,
2016; Scannapieco, 2013; S. Singh, Sharma, & Shreehari, 2015; Zarco, Vess, &
Ginsburg, 2012).

O termo biofilme foi proposto, em 1978, por Costerton e colegas, contudo foi Antonie
van Leuuwenhoek, no inicio do século VII, que observou, pela primeira vez, a formagao
de um biofilme nos seus proprios dentes (S. Singh et al., 2015; Vasudevan, 2014).

Atualmente, o biofilme ¢ definido como o conjunto de microrganismos sésseis,
organizados tridimensionalmente e incorporados numa matriz extracelular polimérica. Os
biofilmes podem formar-se em qualquer superficie solida, como ¢ o caso do biofilme por
Candida, Staphylococcus e Streptococcus, ou numa interface, como sdo exemplo os
formados por Baccilus € Mycobacterium. As superficies podem distinguir-se em abioticas
ou bidticas, sendo que os ambientes aquaticos, plantas e tecidos mamiferos representam
as superficies bidticas, e os dispositivos protéticos, cateteres e biomateriais, representam
as superficies abioticas. Para além disto, um biofilme pode conter simultaneamente na
sua constituicdo: bactérias, virus, fungos e protozoarios (Gulati & Nobile, 2016; Nobile
& Johnson, 2015; Reddy, 2011; D. W. Williams, Kuriyama, Silva, Malic, & Lewis,
2011).

O microbioma humano ¢ maioritariamente constituido por 10'* células bacterianas,
nimero significativo e que excede em 10 vezes o nimero de células humanas, cerca de

10'%. Na cavidade oral, para além das bactérias, também fazem parte da microflora
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residente outros microrganismos tais como: virus, protozodrios e fungos (Hanson &
Weinstock, 2016; Scannapieco, 2013; P. C. Silva, 2014; Wade, 2013; Zarco et al., 2012).

Relativamente aos fungos o género Candida ¢ o mais relevante. Candida sp. sdo
comensais da cavidade oral mas na presenca de desequilibrios do ecossistema oral, podem
provocar infegdes orais e, eventualmente, sistémicas. Assim, a capacidade de alternar
entre o comensalismo e a patogenicidade deve-se a expressao de fatores de viruléncia,
bem como a alteragdes no sistema imunitario do hospedeiro, sendo por isso considerados
microrganismos oportunistas (Bujdakova, 2016; Geraldino et al., 2012; Zarco et al.,
2012).

Nas ultimas décadas, as infe¢des fungicas tém aumentado de forma significativa sendo
maioritariamente provocadas por Candida, nomeadamente, Candida albicans (C.
albicans) (Richardson & Moyes, 2015).

A patogenicidade associada a esta levedura foi descoberta em 1839, por Langenbeck,
através da observagdo e isolamento desta, a partir da cavidade oral de individuos com
candidose oral (CO). Hoje em dia, C. albicans ¢ considerada o fungo patogénico
oportunista com maior relevancia clinica para o Homem. Nao obstante, as espécies nao-
albicans como sao exemplo: Candida glabrata (C. glabrata), Candida parapsilosis (C.
parapsilosis), Candida krusei (C. krusei), Candida tropicalis (C. tropicalis) e Candida
dubliniensis (C. dubliniensis), tém sido igualmente descritas como espécies
potencialmente patogénicas (Bujdakova, 2016; Giolo & Svidzinski, 2010; Whibley &
Gaffen, 2015).

A formagdo de biofilmes por Candida ¢ considerada um dos seus atributos de
viruléncia e, através de tecnologias avancadas, concluiu-se que Candida forma biofilmes
heterogenos. Estudos recentes afirmam que 80% das infe¢des microbianas t€ém origem
em biofilmes patogénicos, considerando que C. albicans ¢ o microrganismo mais isolado
de biofilmes mistos, constituidos por bactérias e fungos (Gulati & Nobile, 2016; Harriott
& Noverr, 2011; Mukherjee & Chandra, 2015; O’Donnell et al., 2015; Sardi, Scorzoni,
Bernardi, Fusco-Almeida, & Giannini, 2013).

Os biofilmes orais desempenham um papel crucial em diversas patologias orais, sendo
a candidose, a carie, a endodontite, e a periodontite infe¢cdes frequentes (Flemmig &
Beikler, 2011; O’Donnell et al., 2015).

Posto isto, as infe¢des que resultam da formacdo de biofilmes orais por Candida
constituem um desafio clinico, devido a resisténcia manifestada face a terapéutica

convencional antifingica, bem como aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Assim a

10



Introducdo

erradicacdo do biofilme ¢ dificil de alcancar e, como tal, sdo indispensaveis novas
abordagens terapé€uticas (Gulati & Nobile, 2016; Harriott & Noverr, 2011; Nett, 2014).
O principal objetivo desta monografia ¢ entender de que forma Candida,
principalmente C. albicans, por ser a espécie mais prevalente e patogénica, consegue
formar um biofilme na cavidade oral, e qual o seu impacto clinico. Por fim, compreender
quais as terapéuticas disponiveis na erradicagdo do mesmo bem como, possiveis

terapéuticas alternativas.
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Microbioma Humano Oral

2 MICROBIOMA HUMANO ORAL

2.1 Desenvolvimento da microflora residente

O processo de formagao da microflora oral residente surge durante e apos o parto, no
entanto, sofre variagcdes ao longo do tempo de acordo com fatores como idade, habitat e
nutri¢ao do individuo (P. C. Silva, 2014).

Inicialmente a cavidade oral do feto ¢ estéril, sendo constituida apenas por tecido
mole e secregdes salivares. Contudo, através do contacto com a microflora do utero e da
vagina, no caso de ser um parto normal, ou através da microflora da pele, caso o parto
seja por cesariana (sucessdo alogénica), os microrganismos sao adquiridos por
transmissdo vertical. O meio ambiente constitui igualmente um modo de transmissao de
microrganismos (sucessao autogénica) (B. P. Krom, Kidwai, & Cate, 2014; P. Marsh &
Martin, 2005b; Parfrey & Knight, 2012; P. C. Silva, 2014).

Os primeiros microrganismos a colonizarem a boca sdo as espécies pioneiras, que
sofrem processos de sucessdo alogénica e autogénica, até atingirem uma comunidade
climax, ou seja até alcancarem o equilibrio do microbioma. Assim, a figura 1 esquematiza
o processo de formag¢do da microflora oral residente (P. Marsh & Martin, 2005b; Urefia,

Rodriguez, Cabanillas, & Alonso, 2002).

Transmissdo Aquisigdo Espécies pioneiras
> Aumento da
Sucessdo diversidade de Comunidade Climax
L / _ espéctes

Figura 1 Processo de aquisi¢do da microflora residente. (Adaptado de, P. Marsh & Martin, 2005b).

Nao obstante, a erup¢ao dos dentes ¢ considerada um marco importante na sua
formacao, pois ¢ a partir daqui que surge a colonizagao de tecidos duros, ou seja, o inicio

da formag¢do do biofilme oral (sucessdo autogénica), resultando assim num aumento da
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diversidade da microflora oral (Parfrey & Knight, 2012; Urena, Garcia, & Lopez-Doriga,
2002).

A cavidade oral ¢ um sistema complexo ¢ do qual fazem parte diversas estruturas,
sendo formada por dentes, sulco gengival, gengiva, lingua, bochecha, 1abio, palato duro
e mole, e pelos respetivos anexos como o esdéfago, amigdalas, faringe, ouvido médio,
traqueia, pulmdes e seios nasais. Por outro lado, segundo alguns autores, como Pavel
Godoroja e Olga Dulghieru, o biofilme oral ¢ classificado de acordo com as estruturas da
cavidade da oral onde se desenvolve, isto €, biofilme supragengival quando se forma no
esmalte, ou subgengival quando se forma na linha abaixo da gengiva e no interior do
sulco ou da bolsa periodontal (Dewhirst et al., 2010; Ion & Chetrus, 2013; Kolenbrander,
Palmer, Periasamy, & Jakubovics, 2010).

2.2 Diversidade de espécies

Atualmente existe um projeto, criado pelo Instituo Nacional de Satde dos Estados
Unidos, projeto do microbioma humano (HMP), que tem como objetivo caracterizar a
abundancia, diversidade e funcionalidade dos genes de microrganismos residentes no
corpo humano. Os microrganismos distribuem-se por varias partes do corpo,
nomeadamente pela pele, nariz, boca, trato geniturindrio e intestinal, assim a cada regiao
anatomica corresponde um habitat, com um microbioma caracteristico e de variagdao
interindividual (Belizario & Napolitano, 2015; Parfrey & Knight, 2012; P. C. Silva,
2014).

O maior banco de dados de microrganismos na cavidade oral ¢ o Human Oral
Microbiome Database (HOMD), que possui sequéncias de 4cido ribonucleico (ARN)
ribossomal 16S dos genes dos diferentes microrganismos, permitindo um estudo
aprofundado do impacto destes tanto na saude como na doenca oral (figura 2) (Costalonga
& Herzberg, 2014; Dewhirst et al., 2010).

A flora residente do sulco gengival ¢ constituida principalmente por microrganismos
anaerdbios, em grande parte por Peptostreptococcus. Por sua vez, a lingua possui
maioritariamente espécies do grupo Streptococcus viridans mas também outros géneros
como Staphylococcus, Veillonella, Fusobacterium, Bacterioides, Actinomyces,
Treponema, e Candida. Ja a superficie do dente ¢ maioritariamente constituida por

Streptococcus sp. e Veilonella sp. (Costalonga & Herzberg, 2014; P. C. Silva, 2014).
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Por outro lado, os ldbios sdo constituidos, em grande parte, por um grupo de
microrganismos caracteristicos do microbioma cutaneo, Staphylococcus epidermidis

(Urena, Rodriguez, et al., 2002).
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Figura 2 Distribui¢ao de microrganismos na cavidade oral segundo HOMD. (Adaptado de, Costalonga &
Herzberg, 2014).

Apesar da figura 2 ilustrar apenas uma populagdo bacteriana, os fungos, ainda que
representem uma populagdo menor, também estdo inseridos na constitui¢do da microflora
oral. Assim, num estudo realizado em individuos saudéveis, os géneros predominantes
foram: Candida, Cladosporium, Aureobasidium, Aspergillus, Fusarium, Cryptococcus e
Saccharomycetales (P. D. Marsh, Moter, & Devine, 2011; Wade, 2013).

A grande maioria dos estudos foca a sua aten¢ao nas bactérias, como microrganismos
que equilibram ou desequilibram o ambiente oral, contudo, relativamente aos fungos,
apenas existe uma abordagem sobre a sua ac¢ao pejorativa sobre o hospedeiro. Como tal,

e com o intuito de compreender melhor a ecologia oral, na saude e na doenga, deveriam
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existir mais estudos sobre todas as espécies incluidas neste microbioma. Um estudo,
realizado por Ghannoum e colegas, veio impulsionar este facto, afirmando que existem
cercam de 100 espécies de fungos na cavidade oral de individuos saudaveis, como tal ¢

imprescindivel entender o seu impacto neste sentido (B. P. Krom et al., 2014).

2.3 Importancia do Microbioma Oral

Os microrganismos integrados na cavidade oral sdao capazes de viver
concomitantemente ¢ de forma harmoniosa com o hospedeiro, estabelecendo relagdes de
beneficio mutuo e impedindo patogénicos exdgenos de colonizarem a cavidade oral.
Contudo, esta relagdo aparentemente estdvel pode ser desequilibrada, provocando
patologias orais mas também sistémicas, dada a capacidade, dos microrganismos aqui
presentes, dispersarem deste meio e atingirem a corrente sanguinea. Este facto € apoiado
por estudos, em que microrganismos orais foram isolados de doentes com patologias
sistémicas. Em suma, a microbiota oral comensal possui caracteristicas que lhe confere
funcdes de protecdo, porém na presenca de diversas alteragdes pode tornar-se patogénica
(Avila, Ojcius, & Yilmaz, 2009; P. Marsh & Martin, 2005a; Wade, 2013).

A caréncia de praticas regulares de higienizagdo, alteragdes no sistema imunitario,
idade avancada e a genética do individuo, sdo fatores que podem destabilizar o equilibrio
do microbioma (Filoche, Wong, & Sissons, 2010).

De facto, a boca é considerado um local anatomico dinamico devido ao contacto
permanente com o meio exterior €, como tal, possui fatores que regulam a composicao, o
desenvolvimento, a quantidade, a coexisténcia e a distribuicdo dos microrganismos em
cada habitat oral. Dentro destes fatores destacam-se: os fatores fisico-quimicos, como a
humidade, pH, temperatura e potencial de oxirreducgao; fatores de adesao e co-agregagao;
fatores nutricionais, no qual se destaca a saliva, e fatores intrinsecos ao hospedeiro (Avila
et al., 2009; Urena, Mondelo, Cubillos, & Estévez, 2002; Zarco et al., 2012).

Por outro lado, as caracteristicas intrinsecas as superficies orais, duras e moles, como
a hidrofobicidade, rugosidade e as proteinas adsorvidas, promovem tanto o crescimento
como a formagdo de biofilmes orais por Candida. Para além disto, o ambiente humido e
quente, bem como a existéncia de nutrientes como glucose, facilitam a colonizagio de

microrganismos, como ¢ exemplo Candida (Seabra, 2011).
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As interagdes fisicas e quimicas entre microrganismos, como fungos e bactérias, sao
mecanismos bastante complexos, e desempenham um papel relevante na manutengdo da
saude oral mas também no estado de doenga, assim os microrganismos podem exercer

uma influéncia positiva ou negativa uns sobre os outros (B. P. Krom et al., 2014).
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Género Candida

3  GENERO CANDIDA

3.1 Taxonomia e Biologia

Os métodos moleculares, nomeadamente, o estudo da sequéncia de genes que codifica
tanto para o ARN ribossémico 18S como para os dominios D1 e D2 do ARN ribossémico
268, permitiram alcangar uma classificagdo para os fungos. Assim estes microrganismos
pertencem ao reino Fungi, no qual se incluem filos com relevancia clinica tais como:
Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota. Nao obstante, ¢ neste
ultimo que se encontram os fungos considerados mais patogénicos para o ser Humano,
tais como: Aspergillus, Candida e Pneumocystis. O género Candida ¢é classificado de

acordo com a tabela 1 (Bruckner & Deak, 2014; Gongalves, 2014).

Tabela 1 Classificagdo do género Candida. (Adaptado de, Lopez-Martinez, 2010).

Reino Fungi

Divisao Eumycota
Subdivisdo Deuteromycotina
Filo Ascomycetes

Classe Blastomycetes
Ordem Cryptococcales
Familia Cryptococcaceae
Género Candida

Candida ¢ um microrganismo eucariota, reproduz-se assexuadamente e sexuadamente,
contudo a primeira constitui a forma de reproducdo com maior relevancia pois permite a
dispersao do fungo. Assim, através da conidiogénese talica forma clamidosporos, esporos
de resisténcia, e através da conidiogénese blastica, forma de reprodugdo por gemulagao,

forma blastoconidios/blastosporos (Freitas, 2010).
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O género Candida possui células de tamanho variavel entre 3-5 pm e, durante o seu
crescimento pode apresentar essencialmente duas morfologias, leveduriforme e
filamentosa, com caracteristicas individuais que as diferencia umas das outras. As células
leveduriformes sdo unicelulares e possuem uma forma oval, por sua vez as células
filamentosas/multicelulares, hifas e pseudo-hifas, apresentam-se em forma de elipse e
com conexdes nas suas extremidades (pseudo-hifas) ou uniformes em toda a sua largura,
sem conexdes, € com septos (hifas verdadeiras) (figura 3) (Freitas, 2010; Gongalves,

2014; Lopez-Martinez, 2010; Thompson, Carlisle, & Kadosh, 2011).

Cg’ @)
Uer
Leveduras Pseudo-hifas Hifas

Figura 3 Morfologias de C. albicans. Imagens da levedura obtidas por microscopia de contraste de

interferéncia diferencial (DIC). (Adaptado de, Thompson et al., 2011).

Estruturalmente a parede celular apresenta-se como uma estrutura rigida, constituida
por quitina, mananos e glucanos que se distribuem em diferentes camadas, precisamente
por cerca de 80%-90% de polissacaridos de glicose com ligagdes B-1,6 e B-1,3, por 6-
25% de proteinas, moléculas de N-acetil-D-glicosamina ligadas a quitina por ligacdes -
1,4, e por polimeros de manose ligados de forma convalente as manoproteinas (figura 4).
A parede constitui uma estrutura celular essencial na interagdo microrganismo-
hospedeiro, pois apresenta compostos moleculares responsaveis pelo desenvolvimento de
infe¢des fungicas e, como tal, ¢ também um dos alvos preferenciais da agao terapéutica
dos antifungicos (Emeterio, Lara, & Andrés, 2002; Gongalves, 2014; Santana, Ribeiro,
Menezes, & Naves, 2013).
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Figura 4 Estrutura celular de C. albicans. (Adaptado de, Kiyoura & Tamai, 2015).

3.2 Epidemiologia

A levedura do género Candida esta presente na microflora oral de 45%-65% dos bebés
e em 30%-55% dos adultos, sendo que atualmente sabe-se que a maioria da populagdo
possui este microrganismo na boca (Millsop & Fazel, 2016). Assim, de acordo com o
estudo efetuado por Ng et al. (2015) em individuos saudéveis, figura 5, concluiu-se que
a percentagem de C. albicans isolada da cavidade oral ¢ maior que espécies ndo-albicans,
sendo que, conforme a figura 6, C. parapsilosis e C. tropicalis foram as espécies mais
frequentes comparativamente a C. dubliniensis e C. rugosa.

Apesar da diversidade de espécies ser semelhante entre individuos sauddveis e com
patologias orais, estudos afirmam que esta ¢ menor aquando de uma infecdo. Assim,
segundo estudos recentes, a espécie C. albicans ¢ a mais prevalente em infecdes orais,
seguindo-se C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis, C.
guilliermondii e C. kefyr igualmente como espécies frequentes (B. P. Krom et al., 2014;
Lopez-Martinez, 2010; Millsop & Fazel, 2016).

Estudos realizados em doentes com CO evidenciam a prevaléncia de C. albicans,
contudo C. glabrata e C. tropicalis também foram frequentemente isoladas nestes
individuos. Por outro lado, em infe¢cdes como estomatite protética, t€m-se observado a
presenca simultanea de C. albicans e C. glabrata, contudo, importa referir, que C.
glabrata ¢ frequentemente isolada nestas patologias, pois a populagdo deste estudo ¢

sobretudo idosa (Muadcheingka & Tantivitayakul, 2015).
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Em doentes diabéticos e com periodontite e em individuos VIH/SIDA com CO, tem

sido descrita a presenca de C. albicans e associagdo desta com C. dubliniensis (Maddi &

Scannapieco, 2013; Sardi et al., 2013).
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Figura 5 Distribui¢do de espécies albicans e ndo-albicans de acordo com diferentes locais. (Adaptado de,

Ngetal., 2015).
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Figura 6 Distribuigdo de espécies ndo-albicans de acordo com diferentes locais. (Adaptado de, Ng et al.,

2015).

22



Género Candida

No contexto de infegdes sistémicas, C. albicans, a nivel Mundial, € a principal causa
de candidose invasiva, contudo, a frequéncia de infe¢cdes por espécies ndo-albicans,
nomeadamente, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata, tem vindo a aumentar na
América do Norte, e em alguns paises Europeus como Portugal. Curiosamente, no Chile,
esta tendéncia estd invertida e sdo as espécies C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata

as mais prevalentes (Guinea, 2014; Mendes, 2012; Sardi et al., 2013).

3.3 Fatores de viruléncia

Candida para se tornar patogénica precisa de mecanismos estratégicos que lhe permita
colonizar, sobreviver, multiplicar-se e invadir as células do hospedeiro. Para isto,
expressa fatores de viruléncia, que através de varios processos supera os mecanismos de
defesa do hospedeiro (Brunke, Mogavero, Kasper, & Hube, 2016; Santana et al., 2013).

Os principais fatores de viruléncia do género Candida sao a adesdo, dimorfismo,
producdo de enzimas, variabilidade fenotipica e a formacao do biofilme (figura 7). C.
albicans sera a espécie sobre a qual incidira a abordagem aos diferentes fatores (Mayer,

Wilson, & Hube, 2013; Santana et al., 2013).

Formagdo do Biofilme

O Adesdo
Dimorfismo

l_pg:l_'—_v_ﬁm;
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Branco Opaco

Figura 7 Fatores de viruléncia do género Candida. (Adaptado de, Mayer et al., 2013).

23



Candida e Biofilmes Orais: Impacto e Terapéutica

3.3.1 Adesao

O primeiro passo tanto para a colonizagdo como para o estabelecimento de uma
infecdo, provocada pelo género Candida, ¢ a adesdo destes microrganismos as células
epiteliais, endoteliais e fagociticas do hospedeiro, bem como a microrganismos
patogénicos e a dispositivos médicos. Desta forma, a adesdo promove a sobrevivéncia da
levedura no organismo humano, a formagao de biofilmes e, consequentemente infegcdes
polimicrobianas (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, & Kozik, 2009; Santana et al.,
2013).

O processo de adesdo envolve a existéncia de interacdes especificas, através de
adesinas e de recetores da membrana citoplasmatica, mas também de interagcdes nao
especificas, como hidrofébicas e electroestaticas da superficie celular. Estas adesinas sdo
proteinas especializadas, existem na parede celular das células e conseguem fixar-se a
diferentes superficies que, por sua vez, possuem recetores que as reconhecem como sao
exemplo: fibrina, fibronectina e laminina (Geraldino et al., 2012; Santana et al., 2013;
Sardi et al., 2013).

Existem fatores que favorecem o processo de adesdo como a formagdo do tubo
germinativo, carbohidratos, pH, temperatura e a produgdo de fosfolipases e proteases.
Para além disto, alguns compostos da parede celular fungica como a quitina, as
manoproteinas e os glucanos, também intervém na interacdo levedura-hospedeiro
(Geraldino et al., 2012; Santana et al., 2013).

As adesinas mais conhecidas e mais estudadas pertencem a uma familia de 8 genes,
designada agglutinin-like sequence (ALS) e que codificam oito proteinas,Als1-Als7 e
Als9. No entanto, a expressdo destas varia de acordo com a espécie de Candida, sendo
que C. albicans possui como principais adesinas Alsl, Als3, Als5 e Alsl e Als5 estdao
envolvidas na adesdo a células epiteliais orais, mas também com a morfologia da
levedura, enquanto Als1-4 estdo presentes nos tubos germinativos e nas hifas, Als5-7 e
Als9 localizam-se nos blastosporos (Henriques, Azeredo, & Oliveira, 2006; Karkowska-
Kuleta et al., 2009; Mayer et al., 2013; Modrezewka & Kurnatowski, 2015).

Como supracitado, a adesdo de Candida, precisamente C. albicans, a superficies
bidticas ou abidticas contribui para a formacao do biofilme, sendo que hyphal wall protein
(Hwl1p), glicoproteina expressa na superficie das hifas e estruturalmente semelhante a
Als, foi a primeira adesina conhecida neste sentido. Contudo, Alsl e Als3 também tém

sido descritas como adesinas importantes tanto na formagdo como na patogenicidade
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associada ao biofilme por C. albicans. Estudos evidenciam ainda que estas adesinas sdo
capazes de aderir ao epitélio oral, e que individuos com candidose oral expressam os
genes que codificam estas adesinas (Liu & Filler, 2011; Martin, Wachtler, Schaller,
Wilson, & Hube, 2011; Modrezewka & Kurnatowski, 2015; D. W. Williams et al., 2011).

3.3.2 Dimorfismo

O dimorfismo ¢ definido como um fator de viruléncia pelo facto de Candida, enquanto
levedura, exibir uma forma comensal, ao invés da morfologia filamentosa, em que se
torna invasiva e patogénica (Jacobsen et al., 2012; Kabir, Hussain, & Ahmad, 2012;
Santana et al., 2013).

Contudo, ndo sdo apenas as hifas que se encontram em 6rgaos infetados, uma ou outra
morfologia pode estar presente aquando de uma infe¢do, exemplo disto ¢ a auséncia de
hifas em 6rgdos como o rim e bago, quando ocorre uma infe¢do invasiva por Candida,
contrariamente ao que acontece quando o 6rgdo em questdo ¢ o figado, em que a forma
predominante sdo as hifas. Como tal, ainda que a forma leveduriforme ndo esteja
diretamente associada a infe¢do, pode estar presente no decorrer da mesma pois promove
a disseminacdo (Jacobsen et al., 2012; Mayer et al., 2013).

A patogenicidade relativa a forma micelial da levedura surge como resposta a diversos
estimulos ambientais como por exemplo: temperaturas elevadas, pH proximo da
neutralidade ou superior, presenga CO> nomeadamente numa percentagem de 5.5,
presenca de elementos como o carbono, nitrogénio e aminodcidos que existem como
fontes nutricionais e presenca de soro e de N-acetil-glicosamina (Geraldino et al., 2012;
Karkowska-Kuleta et al., 2009; Mayer et al., 2013).

Nem todas as espécies deste género tém a capacidade de alterar a sua morfologia, C.
albicans, C. dubliniensis e algumas estirpes de C. tropicalis conseguem exibir a forma de
hifas verdadeiras, outras como C. parapsilosis e C. krusei exibem a formacao de pseudo-
hifas e, C. glabrata apenas evidencia a forma de blastosporos (tabela 2) (Whibley &
Gaften, 2015).

Para além disto, o dimorfismo constitui um fator essencial no desenvolvimento do
biofilme por C. albicans, uma vez que a forma filamentosa ¢ uma condi¢do necessaria na
adesdo a superficies. As hifas desempenham entdo um papel crucial e central tanto na
integridade da estrutura do biofilme, como na arquitetura das suas camadas (O’Donnell

et al., 2015; Ramage, Saville, Thomas, & Lopez-Ribot, 2005).
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Tabela 2 Morfologia de espécies potencialmente patogénicas do género Candida (Adaptado de, Thompson

etal., 2011).

Espécies Morfologia
C. glabrata Levedura
C. lusitaniae Levedura; Pseudo-hifa
C. guilliermondii Levedura; Pseudo-hifa
C. parapsilosis Levedura; Pseudo-hifa
C. krusei Levedura; Pseudo-hifa

Levedura; Pseudo-hifas e
C. tropicalis )
Hifa
Levedura; Pseudo-hifas e

Hifa

C. dubliniensis

Levedura; Pseudo-hifas e

Hifa

C. albicans

3.3.3 Producio de enzimas

A produgdo de enzimas constitui um fator determinante na viruléncia do género
Candida uma vez que aumenta a sua patogenicidade. Candida ¢é capaz de secretar enzimas
hidroliticas para o meio extracelular e destruir as células hospedeiras. Destacam-se como
principais enzimas as proteases, fosfolipases, lipases e hemolisinas, contudo apenas serdo
abordadas as proteases pois sdo as mais estudadas (Noumi et al., 2010; Sanité et al., 2014;
Santana et al., 2013; S. Silva et al., 2012).

O mecanismo pelo qual estas enzimas degradam as células hospedeiras ¢ distinto,
apesar de todas serem enzimas hidroliticas. As proteases sdo responsaveis pela quebra
das ligacdes peptidicas das proteinas celulares, enquanto as fosfolipases, presentes nas
extremidades das hifas da levedura, hidrolisam os fosfolipidos da membrana celular do
hospedeiro e alteram as caracteristicas das superficies celulares, uma vez que a hifa passa
a estar em contacto com o citoplasma da célula hospedeira. Por sua vez, as lipases

conseguem hidrolisar os triacilglicerois e as hemolisinas degradam a hemoglobina, de
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modo a utilizarem o ferro em prol da sua sobrevivéncia bem como da persisténcia nos
tecidos do hospedeiro (Sanita et al., 2014; Santana et al., 2013; Sardi et al., 2013; S. Silva
etal., 2012).

C. albicans secreta um conjunto de isoenzimas, aspartil proteinase secretorias (Sap),
que sdo codificadas por uma familia de 10 genes, SAP, que esta definida de SAPI a SAP10
e organizada em 6 grupos: SAPI-3, SAP4-6, SAP7,SAPS, SAP9 e SAPI10 (Miranda,
Vianna, Rodrigues, Rosa, & Corréa, 2015; Sardi et al., 2013; N. C. Silva, Nery, & Dias,
2014).

As Saps foram descritas pela primeira vez em 1965 e, inicialmente, eram designadas
como proteases acidas de Candida, uma vez que estavam presentes predominantemente
neste género e a sua agdo dependia do pH. Funcionalmente, participacdo na adesao,
invasdo e na degradacdo de proteinas das células hospedeiras, que estao presentes no local
da infe¢do tais como: albumina, hemoglobina, queratindcitos e imunoglobulina secretora
A (IgA), bem como na diminui¢do da resposta do sistema imunitario do hospedeiro
(Miranda et al., 2015; Modrzewska, Kurnatowski, & Khalid, 2016; Sardi et al., 2013; N.
C. Silva et al., 2014; Yang, 2003).

Nao obstante, destas fun¢des mais gerais, cada gene responsavel por codificar
determinar proteina possui uma funcao especifica. Ao passo que SAP6 tem influéncia no
processo de adesdo e provoca alteragdes no sistema imunitario, SAPY9 e SAPI0,
funcionalmente, em vez de atuarem contra o hospedeiro, exercem a sua acdo em beneficio
da levedura, ou seja, mantem a parede celular desta integra. Por outro lado, enquanto as
SAPI-3 estao presentes na fase leveduriforme do fungo, ja as S4P4-6 predominam na
fase filamentosa (Miranda et al., 2015; Sardi et al., 2013).

O pH ¢ um dos fatores que influencia a agdo das proteases, uma vez que o meio acido
favorece a producdo destas por Candida, aumentando assim a sua patogenicidade e,
consequentemente infegdes orais. Assim, diferentes Saps possuem atividade num
determinado intervalo de pH, precisamente entre 2-7. A titulo de exemplo, SAPI-3 possui
como pH ideal o intervalo 3-5, contrariamente SAP4-6 que possui atividade maxima entre
5-6. Deste modo, a capacidade de Candida ter atividade proteolitica em diferentes gamas
de pH, faz com que se adapte a diversas condi¢des ambientais (Miranda et al., 2015;
Modrzewska et al., 2016; D. W. Williams et al., 2011).

A localizacao dos genes que codificam Saps também ¢ diferente, por exemplo, se nos
referirmos a C. albicans, a maioria dos genes localizam-se no citoplasma e na parede

celular, contudo existem excegOes, particularmente SAPS que se localiza no meio
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extracelular e SAP9 e SAP10 que se encontram ligadas, quer a membrana quer a parede
celular, através da glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Modrzewska et al., 2016).

Além disto, hd também variagdes na quantidade de genes expressos entre diferentes
espécies de Candida, pois as espécies com menor poder patogénico tém uma menor
quantidade de genes SAP. Desta forma, estudos evidenciam que C. albicans produz niveis
mais elevados de S4Ps comparativamente as espécies ndo-albicans (N. C. Silva et al.,
2014; D. W. Williams et al., 2011).

Assim, ha uma maior produgdo de Saps em individuos com CO comparativamente a
individuos saudaveis e, conforme estudos realizados, SAP2, SAP4 ¢ SAP6 sdo expressos
predominantemente em individuos com CO e em individuos assintomadticos, contudo
SAPI e SAP3 foram expressos exclusivamente em doentes com CO (Li et al., 2014; D.
W. Williams et al., 2011).

3.3.4 Variabilidade fenotipica

O fenomeno de variabilidade fenotipica ¢ também designado por switching. Este
conceito foi definido pela primeira vez em 1985, como o processo pelo qual as colonias
do género Candida alteram reversivelmente a sua morfologia, isto ¢ a transicdo de
colodnias brancas para opacas (Soll, 2014).

Ainda que este fendmeno tenho sido descrito, inicialmente, na espécie albicans,
estudos referem que outras espécies partilham desta capacidade tais como: C. tropicalis
e C. dubliniensis (Lastauskiené, Ceputyté, Girkontaité, & Zinkeviciené, 2015; Moralez,
Franca, Furlaneto-Maia, Quesada, & Furlaneto, 2014).

3.3.5 Biofilme

A viruléncia associada ao biofilme estd diretamente relacionada com fatores
intrinsecos, nomeadamente, a variabilidade fenotipica que existe entre células
planctonicas, e as mesmas organizadas em biofilme, pelo que esta ¢ a forma na qual os
microrganismos preferem viver, uma vez que captam os nutrientes necessarios ao seu
crescimento, com maior aptiddao, possuem um crescimento mais organizado, e t€ém maior
capacidade em resistir tanto a firmacos como a a¢@o do sistema imunitario do hospedeiro
(Gulati & Nobile, 2016; Nobile & Johnson, 2015; Santana et al., 2013; S. Singh et al.,
2015).
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4 BIOFILME ORAL

4.1 Formacao do biofilme

O desenvolvimento do biofilme funciona como um ciclo e requer a existéncia de fases
fundamentais como: inicial, intermédia, maturacdo e dispersdo (Douglas, 2003; Gupta,
Sarkar, Das, Bhattacharjee, & Tribedi, 2016; Lopez-Martinez, 2010; Ramage, Martinez,
& Lopez-Ribot, 2006; Taraszkiewicz, Fila, Grinholc, & Nakonieczna, 2013).

A fase inicial caracteriza-se pela aquisi¢do da pelicula adquirida (PA) (figura 8.a), que
se forma pela adsor¢do de moléculas como: glicoproteinas, fosfoproteinas, estaterinas, o-
amilase, mucina, glucosiltransferases, proteinas ricas em prolina, imunoglobulinas
secretoras A (IgA), lipidos e alguns compostos do fluido gengival, a superficie a
colonizar, como ¢ exemplo o esmalte dos dentes e/ou proteses dentarias. Posteriormente,
por auxilio do fluxo salivar, os microrganismos sdo transportados passivamente para a
PA (Douglas, 2003; P. D. Marsh & Nyvad, 2005; P. Marsh & Martin, 2005d; Ramage et
al., 2006; Urena et al., 2002).

Na fase intermédia (figura 8.b), ocorre a colonizagdo primadria através de um conjunto
de interacdes fisico-quimicas de curta distdncia (adesdo reversivel) ou de interacdes
estereoquimicas de longa distancia (adesdo irreversivel), que permitem a adesdo das
espécies pioneiras a superficie revestida por saliva. Esta fase pode demorar entre 2-11h e
as c¢lulas microbianas encontram-se sobre a forma planctonica, dispostas numa
monocamada celular. Dentro das espécies pioneiras destacam-se os Streptococcus como
S. sanguinis, S. oralis e S. mitis, mas também outros géneros como Actinomyces,
Neisseria e Haemophilus (P. D. Marsh et al., 2011; P. D. Marsh & Nyvad, 2005; P. Marsh
& Martin, 2005d; Seabra, 2011; Thuy, Devine, & Marsh, 2013).

Posteriormente, as espécies pioneiras tém a capacidade de alterar o ambiente em que
estdo inseridas e assim fornecer as condigdes necessdrias para que microrganismos com
condi¢des nutricionais diferentes consigam crescer. Assim, ocorre a colonizagdo
secundaria (figura 8.c), dura cerca de 12h-20h e ¢ caracterizada pela co-agregagao, isto ¢
adesdo de microrganismos secundarios, como Candida, aos microrganismos pioneiros. A
fase de maturacido (figura 8.d) desenvolve-se entre 18h-24h e caracteriza-se pela
proliferagcdo celular bem como pela formagdo de microcoldnias, resultando deste modo

num aumento da diversidade do biofilme (Seabra, 2011; Thuy et al., 2013).

29



Candida e Biofilmes Orais: Impacto e Terapéutica

Por fim, apds a fase de maturagdo estar consolidada ocorre a dispersdo das células a
partir do biofilme, que por sua vez, podem colonizar outras superficies (Gupta et al., 2016;

Martinez & Fries, 2010; Seabra, 2011; Taraszkiewicz et al., 2013; Thuy et al., 2013).
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Figura 8 Formacao do biofilme por C. albicans. (Adaptado de, Douglas, 2003).

4.1.1 Morfologia e arquitetura

A formacdo da matriz extracelular (ECM) resulta do proprio metabolismo dos
microrganismos que alberga, e a sua relevancia deve-se ao facto de formar uma barreira
de protecao face a acdo do sistema imunolédgico do hospedeiro, nomeadamente, a agdo da
fagocitose pelos neutrdfilos e macrofagos, a atividade de alguns farmacos, favorecer a
coesdo das células o interior do biofilme e fornece os nutrientes necessarios a estas. De

um modo geral, a ECM ¢ maioritariamente constituido por dgua (97%), nomeadamente
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por canais de agua que permitem a troca de nutrientes, mas também por células
microbianas (2%-5%), polissacaridos (1%-2%), 4cido desoxirribonucleico (ADN) ou
ARN (<1%-2%) e por ides na forma ligada ou livre. Nao obstante podem existir variagdes
de compostos entre diferentes espécies de Candida (tabela 3) (P. Marsh & Martin, 2005d;
Martinez & Fries, 2010; Vasudevan, 2014; Zarnowski et al., 2014).

Para além disto, um biofilme maduro pode conter diversas morfologias de acordo com
a espécie de Candida. Enquanto C. glabrata ndo exibe a forma filamentosa, C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis sdo capazes de exibir tanto a forma leveduriforme como
hifas verdadeiras, sendo que C. albicans pode ainda a apresentar pseudo-hifas. Por outro
lado, a nivel de arquitetura, C. albicans forma um biofilme constituido por duas camadas,
ja& C. parapsilosis apresenta um biofilme mais fino e menos estruturado que o anterior e,
por sua vez, C. glabrata forma um biofilme mais compacto que C. tropicalis e C.
parapsilosis (tabela 3) (Fanning & Mitchell, 2012; Lopez-Martinez, 2010; Nobile &
Johnson, 2015; S. Silva et al., 2011).

Tabela 3 Caracteristicas do biofilme de Candida. (Desai, Mitchell, & Andes, 2014; S. Silva et al., 2011).

Arquitetura das
Componentes da matriz  Morfologia

camadas
Glucose; ADN; Leveduras; Duas camadas: fina
hexosamina; proteinas, hifas e (leveduras) densa
fosforo e acido uronico  pseudo-hifas (hifas)
+ Carbohidratos e Mais compacto que
Apenas
proteinas que C. C. tropicalis e C.
leveduras
parapsilosis parapsilosis
+ Carbohidratos e —
Menos estruturado e
proteinas que C. Leveduras; )
) mais que que C.
parapsilosis e C. hifas

albicans
tropicalis

Hexosamina (+);fosforo;
(-) proteinas; hidratos de ~ Leveduras;

carbono ¢ + acido hifas

uronico que C. albicans
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4.1.2 Regulacao do biofilme: fenomeno Quorum Sensing

O fendmeno Quorum Sensing (QS) consiste no mecanismo de comunicagdo celular
entre microrganismos e depende da densidade celular. As moléculas de QS sdo
segregadas pelos proprios microrganismos, como resultado do seu metabolismo, sendo
detetadas por recetores especificos. A produgdo e acumulagao destas moléculas ocorre ao
longo do desenvolvimento do biofilme, até ser alcancada uma densidade celular elevada,
limite critico. Neste ponto, os genes que regulam as moléculas de QS, podem ser
expressos ou reprimidos e assim, possuirem uma acao benéfica, sendo utilizada em prol
dos microrganismos, ou uma acao pejorativa sobre outros, devido a sua toxicidade. Para
além disto, o QS pode influenciar a velocidade de crescimento das células em biofilme,
bem como a capacidade dos microrganismos dispersarem a partir do mesmo (Barriuso,
2015; Han, Cannon, & Villas-Boas, 2011; Bastiaan P. Krom, Levy, Meijler, & Jabra-
Rizk, 2016; S. Singh et al., 2015; D. W. Williams et al., 2011; Wongsuk, Pumeesat, &
Luplertlop, 2016).

O QS foi descrito, pela primeira vez, em células eucariotas, nomeadamente em células
de C. albicans, onde o farnesol foi a molécula de QS identificada numa cultura de células
de densidade elevada. Contudo, posteriormente, outras moléculas de QS fungicas foram
identificadas como o tirosol, feniletanol e triptofol. Atualmente, C. albicans continua a
ser o microrganismo utilizado em estudos sobre QS (Barriuso, 2015; Martinez & Fries,
2010; Wongsuk et al., 2016).

C. albicans possui como principais moléculas o farnesol e o tirosol, contudo o triptofol,
acido feniletilico, 4cido farnesoico e dodecanol também tém sido identificados (figura 9).
O farnesol esta envolvido na inibigao da forma filamentosa e, consequentemente inibe a
formagdo do biofilme. Assim, biofilmes formados por Candida e que produzem farnesol
exibem frequentemente morfologias de levedura ou pseudo-hifa. Por outro lado, a
acumulacdo destas moléculas também pode promover a dispersdo das células
leveduriformes a partir do biofilme. Em oposi¢do, o tirosol esta envolvido na formacao
do tubo germinativo e de hifas em fases especificas do biofilme, nomeadamente, fase
inicial e intermédia (Barriuso, 2015; Finkel & Mitchell, 2011; Han et al., 2011; Bastiaan
P. Krom et al., 2016; D. W. Williams et al., 2011).
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Figura 9 Influéncia de moléculas QS na morfologia de Candida. (Adaptado de, Han et al., 2011).

Em suma, este mecanismo, além de regular a forma¢do do biofilme, desempenha
funcdes importantes participando na alteracdo da morfologia da levedura, indug¢do da
apoptose celular destas. O QS intervém ainda no sistema imunitario do hospedeiro e pode
modificar os efeitos terapéuticos de farmacos antifungicos (Barriuso, 2015; Wongsuk et

al., 2016).

4.2 Fatores do hospedeiro que afetam a formacao do biofilme

Candida ¢ uma levedura de caracter oportunista, como tal o desenvolvimento e a
gravidade das infe¢des que provoca, sdo determinados pelos fatores predisponentes do
hospedeiro locais e sistémicos (Kauffman, 2016; Millsop & Fazel, 2016; A. Singh,
Verma, Murari, & Agrawal, 2014).

Os fatores locais, como os utilizadores de proteses e a terapéutica corticoide inalada,
tétm a capacidade de alterar a flora normal por aumento da colonizagdo de
microrganismos. Por sua vez, os fatores sistémicos estdo relacionados com a
imunossupressao do hospedeiro, como ¢ exemplo: VIH/SIDA, diabetes, antibioterapia,
corticoides sistémicos, idade avangada. Estes possuem maior relevancia que os anteriores
por terem capacidade de atingir 6rgdos de forma invasiva (tabela 4) (Kauffman, 2016;

Millsop & Fazel, 2016; A. Singh et al., 2014).
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Tabela 4 Fatores de predisposi¢do do hospedeiro no desenvolvimento do biofilme oral por Candida.

(Adaptado de, Darwazeh & Darwazeh, 2014; P. Marsh & Martin, 2005¢; Millsop & Fazel, 2016).

Fatores de predisposicao do hospedeiro

Fatores locais Fatores sistémicos
Protese dentaria Infancia; idade avancgada; gravidez
Utilizacdo de corticoides Desordens endécrinas (Ex. Diabetes,
inalados Hipotiroidismo, Hiperparatiroidismo)

Imunossupressao (Infegdo sistémica
Xerostomia prolongada; VIH/SIDA e doengas
oncologicas)

Dieta rica em aglicar e . o
) Utilizagdo de antibiodticos de largo espectro
carbohidratos

Défice nutricional (Ex: Hipovitaminose,
Tabaco o )
Deficiéncia em ferro, Ma-nutrigao)

Higiene oral ) ) o )
) ) Radioterapia/ Quimioterapia
insuficiente

4.3 Impacto do Biofilme Oral
4.3.1 Candidose Oral

A CO ¢ a infecao fungica mais frequente que resulta do biofilme complexo de Candida
sp., particularmente de C. albicans (Gursoy, Ozcakir-Tomruk, Tanalp, & Yilmaz, 2013;
Millsop & Fazel, 2016; O’Donnell et al., 2015; Richard, 2013).

A CO nao ¢ uma infe¢do Unica pois possui diferentes apresentacdes clinicas podendo
ser classificada em quatro tipos: a candidose pseudomembranosa, forma comum de
candidose oral e que pode ser simples ou, no caso de individuos com imunossupressao,
evoluir para o estado cronico (caso dos doentes VIH/SIDA); candidose eritematosa
aguda que aquando da evolugdo para a cronicidade origina infecdes secundarias como:
queilite angular, queilite linear, estomatite protética, candidose atrofica aguda e crénica,
eritema gengival e glossite romboide mediana; candidose hiperplasica cronica e a

candidose mucocutinea onde estdo incluidas a candidose orofaringea, esofagite,
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candidose mucocutinea cronica. Alguns autores também classificam a CO de acordo o
tipo de lesdes, brancas ou eritematosas, classificando a parte destas a candidose
mucocutanea cronica, candidose cronica multifocal e queilocandidose (Kauffman, 2016;
Millsop & Fazel, 2016; D. Williams & Lewis, 2011).

De facto a classificagdo da CO tem sido bastante discutida por ndo existir unanimidade
nas opinides dos diferentes autores, e por isso tem sofrido alteragdes. A classificagdo mais
recente divide CO em primaria, onde se inclui a candidose pseudomembranosa,
eritematosa e hiperplasica e a secundaria ou cronica como a candidose mucocutanea
sistémica (Simdes, Fonseca, & Figueiral, 2013).

A candidose pseudomembranosa, conhecida vulgarmente por aftas, é caracteristica
de doentes com terapéutica corticoide inalada ou outros farmacos que suprimam o sistema
imunitario, com doencas do foro oncologico ou autoimunes, e transplantados. Os idosos
e os recém-nascidos, dada a composi¢do do seu microbioma oral, sdo também
considerados grupos candidatos ao desenvolvimento desta infecao (figura 10) (P. Marsh
& Martin, 2005¢; Millsop & Fazel, 2016).

Geralmente C. albicans é o microrganismo implicito na candidose pseudomembranosa
(P. Marsh & Martin, 2005¢).

Quanto a candidose eritematosa esta divide-se em aguda e cronica. A fase aguda
surge principalmente com o uso de antibioterapia de largo espectro, e a fase crénica com
o uso de protese dentdria, higiene oral incorreta, VIH/SIDA, corticoides mas também
como consequéncia da micose acima referida. As lesdes, contrariamente a candidose
pseudomembranosa, sao vermelhas, a mucosa oral fica seca e brilhante, as placas situam-
se no dorso da lingua, e na fase aguda provocam dor devido a formagdo de ulceras na
superficie da mucosa (P. Marsh & Martin, 2005¢; Simdes et al., 2013).

Quando ha uma evolucdo do estado agudo para o cronico, as espécies que sao
frequentemente isoladas sdao: C. albicans e C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
guilliermondii e C. glabrata (figura 10) (P. Marsh & Martin, 2005c).

No que diz respeito a candidose hiperplasica, ¢ caracterizada por lesdes brancas, em
placa ou em nddulos, com formacao de eritema, e localizam-se no canto da boca ou na
lingua (P. Marsh & Martin, 2005¢; Scully, 2014; Simdes et al., 2013).

A candidose mucocutanea abrange um grupo de infe¢des nao s6 da cavidade oral
mas também da pele e das unhas, e apresenta lesdes pseudomembranosas. Surge
maioritariamente em criangas ou na adolescéncia, enquanto no adulto surge associada a

patologias como a miastenia gravis. Para além disto, pode também estar associada a
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problemas na imunidade do hospedeiro, uma vez que estudos afirmam que individuos
VIH/SIDA, cuja imunidade celular estd comprometida, tém tendéncia a desenvolver
micoses cronicas provocadas por Candida (figura 10) (P. Marsh & Martin, 2005c;
Sandhu, 2014).

A candidose pseudomembranosa, hiperplésica e eritematosa cronica estdo associadas
4 formacao de biofilmes por Candida, sendo que a ultima estd intimamente relacionada

com proteses dentdrias (Flemmig & Beikler, 2011).

Figura 10 Lesdes de candidose oral. A. — Candidose pseudomembranosa; B. — Candidose hiperplésica; C.

— Candidose mucocutanea. (Adaptado de, Millsop & Fazel, 2016).

4.3.2 Ciarie

A carie dentaria resulta da formacdo de biofilmes polimicrobianos sobre superficies
duras, dentes, causando a destruicao do esmalte e da dentina (Peters, Jabra-Rizk, O’May,
Costerton, & Shirtliff, 2012).

Estudos tém indicado que hd uma associagdo entre C. albicans e S. mutans no
desenvolvimento da carie. C. albicans utiliza o lactato, excretado por S. mutans, como
fonte de carbono, permitindo o seu crescimento. Isto, por sua vez, provoca alteragdes nos

niveis de oxigénio que favorecem o crescimento de S. mutans. Por sua vez, estudos in
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vitro, afirmam que S. mutans melhora a sua capacidade de adesdo através das células

filamentosas de C. albicans (Metwalli, Khan, Krom, & Jabra-Rizk, 2013).

4.3.3 Periodontite

A doenga periodontal ¢ caracterizada, na forma ligeira e reversivel, por uma
inflamacao nos tecidos periodontais, em que a gengiva se apresenta inchada e a sangrar,
sendo por designada gengivite. Contudo, pode evoluir para um estado grave e irreversivel,
caracterizado pela perda de dentes, periodontite. Apesar de ser infecao resultante de um
biofilme subgengival bacteriano, que posteriormente atinge os dentes, varias espécies de
Candida tém sido isoladas de individuos portadores da patologia num estado avangado
Assim, as espécies frequentemente encontradas neste contexto sdo S. aureus e C.
albicans, e cré-se estarem associadas com doentes diabéticos, neutropénicos, VIH/SIDA
e com agranulocitose (Canabarro et al., 2013; O’Donnell et al., 2015; Shi et al., 2015).

A estrutura de interagdo entre S. aureus e C. albicans sdo as células filamentosas desta,
ja que S. aureus adere, preferencialmente, a estas células e forma microcolonias ao longo
de todo o biofilme (figura 11). Candida e S. aureus formam um biofilme complexo e no
qual se estabelecem relacdes de beneficio mutuo, mas também antagdénicas. Para além
disto, a presenca da levedura, facilita a disseminacdo de S. aureus, da superficie da
mucosa oral, para a corrente sistémica (Allison et al., 2016; Freiberg et al., 2015; Harriott

& Noverr, 2011; O’Donnell et al., 2015).
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Figura 11 Biofilme misto por S. aureus e C. albicans. Imagem obtida por microscopia de fluorescéncia e
microscopia eletronica de varredura. Foram utilizados os corantes SYTO9 (verde) para visualizar as células
bacterianas ¢ o corante FUN-1 (azul) para visualizar as células fingicas. A azul, o corante branco de
calcofluor, foi utilizado para visualizar a parede celular fingica. Ca- C. albicans; Sa—S. aureus. (Adaptado

de, Harriott & Noverr, 2011).

4.3.4 Endodontite

As infecdes endodonticas tém por base uma infecdo na polpa do sistema do canal
radicular e resultam de traumas sobre os dentes, nomeadamente, de infecdes como a carie
ou quando a periodontite atinge o apice da raiz do dente (O’Donnell et al., 2015).

Estudos evidenciam uma relagdo entre Enterococcus faecalis, agente etiologico
principal e, C. albicans apesar dos mecanismos inerentes a sua interagdo permanecerem

desconhecidos (O’Donnell et al., 2015).

4.3.5 Estomatite

A estomatite corresponde a uma inflama¢do da mucosa oral e estd diretamente
relacionada com a utilizagdo de proteses dentarias, tendo em conta que estas servem de
substratos para o desenvolvimento de biofilmes polimicrobianos (O’Donnell et al., 2015).

Os microrganismos frequentemente isolados de individuos com estomatite protética
sdo, para além de C. albicans, Streptococcus mutans, Streptococcus gordonii, S. aureus,

Actinomyces viscosus e Fusobacterium (figura 12). Nao obstante, a presenca simultdnea
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destes microrganismos, estd também associada a infe¢cdes com a carie e periondontite

(Gulati & Nobile, 2016).

Figura 12 Formagdo de biofilmes mistos por C. albicans, Streptococcus gordinii e Streptococcus oralis.
Imagens obtidas por fluorescéncia. A) Biofilme misto por C. albicans e Streptococcus gordinii; B) biofilme
misto por C. albicans e Streptococcus oralis. *As células leveduriformes foram marcadas com branco de
calcofluor (vermelho) e as células bacterianas com isotiociato de fluoresceina (FITC) (verde). (Adaptado

de, Nobbs & Jenkinson, 2015).

4.3.6 Infecao Orofaringea e Respiratoria

Candida ndao ¢ dado como um microrganismo que coloniza frequentemente os
pulmdes, todavia estudos t€m evidenciado a sua presenca em individuos com infe¢des
pulmonares como, pneumonia e fibrose cistica, em que Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) € o principal agente etioldgico, mas também na doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) e no carcinoma pulmonar. De facto, tem sido consistente que
microrganismos patogénicos respiratorios podem colonizar a cavidade oral, e vice-versa,
tendo em conta de Candida e P. aeruginosa estao envolvidos em coinfecgdes respiratorias
Um mecanismo provavel para este facto € a aspiragao de secregdes orais para os pulmaes,
constituindo assim a principal porta de entrada de patogénicos orais (Harriott & Noverr,
2011; O’Donnell et al., 2015).

Para além disto, cré-se que C. albicans e P. aeruginosa possuem uma relacao tanto
sinérgica como antagonica na formacdo de biofilmes, e sdo varios os estudos sobre os

mecanismos de interacdo envolvidos. Assim, como exemplo, € proposto que P.
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aeruginosa adere preferencialmente as células filamentosas de C. albicans, sendo capaz
de as matar, através da producdo de enzimas, contudo é capaz de formar um biofilme

sobre hifas mortas (Dhamgaye, Qu, & Peleg, 2016; Harriott & Noverr, 2011).

4.3.7 Carcinoma Oral

Candida ¢ responsavel por um espectro diversificado de infe¢des orais e, atualmente
tém sido discutida qual a sua relagdo, e papel que desempenha, no desenvolvimento do
carcinoma oral. Em 1969, Cawson e Williamson, afirmaram, pela primeira vez, que
Candida tem uma interven¢do significativa no carcinoma da mucosa oral, contudo, os
mecanismos inerentes a esta associacdo permanecem em estudo até a data (Kang et al.,
2016).

Cré-se que o efeito carcinogénico de Candida, nomeadamente, C. albicans, pode estar
relacionado com a formagdo de biofilmes polimicrobianos, devido as interagdes que
ocorrem entre os microrganismos, € que tanto a forma leveduriforme como filamentosa
pode estar relacionadas com a malignidade (Kang et al., 2016).

E importante ressalvar que as infe¢des causadas por biofilmes polimicrobianos, nio
sdo exclusivamente provocadas sO por bactérias ou s6 por fungos, e t€ém um grande
impacto na morbilidade e mortalidade. C. albicans € responsavel por 27-56% das infe¢des
nosocomiais sistémicas, bem como de outras como otite média, infe¢des do trato urinario,
fibrose cistica e patologias associadas a dispositivos médicos (Allison et al., 2016; Gulati
& Nobile, 2016; Harriott & Noverr, 2011).

Posto isto, as interagdes entre fungo-fungo e fungo-bactéria contribuem para o
desenvolvimento do biofilme misto por Candida, ainda que os mecanismos inerentes
permanecerem desconhecidos. Apesar disto, estudos tém apresentado possiveis
mecanismos de interagdes entre Candida-bactérias tais como: a capacidade das bactérias
aderirem as hifas da levedura e as alteracdes provocadas por um dos microrganismos
nomeadamente a nivel de pH, oxigénio e secrecdo de moléculas QS, beneficia o

crescimento do outro (Gulati & Nobile, 2016; Mukherjee & Chandra, 2015).
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4.4 Mecanismos de defesa do hospedeiro

O sistema imunitario do hospedeiro constitui um mecanismo de defesa face aos
microrganismos patogénicos. Dentro do sistema imunitario existem dois tipos de
mecanismos imunologicos: a imunidade inata e a adquirida. Estes, apesar de nao atuarem
como mecanismos isolados, também nao dependem um do outro para desenvolverem uma
resposta (Costa, 2014; Parslow & Bainston, 2004).

A grande diferenca entre o sistema imunitario inato e o adquirido ¢ o fato da resisténcia
inata ja existir quando ha a apresentagdo do patogénico ao organismo, enquanto a
adquirida possui uma resposta praticamente nula no primeiro contacto com este. Isto
significa que a imunidade inata desenvolve espontaneamente uma resposta de defesa, ja
a adquirida ndo s6 aumenta a sua resposta com a exposi¢do a um patogénico especifico,
como sofre alteracdes ao longo do contacto com este (Parslow & Bainston, 2004).

No que diz respeito a imunidade inata, os microrganismos possuem nas suas
superficies, padrdes moleculares associados a patogénicos (PAMPs) tais como:
lipopolissacaridos, residuos de manose e acidos teicoicos. Assim, 0s mecanismos que
medeiam a resposta imunitdria inata, como a fagocitose, libertagdo de agentes
mediadores, ativagdo de proteinas do sistema do complemento e a sintese de proteinas,
citocinas e quimocinas, sao desencadeados quando ocorre um reconhecimento/interacao
entre os PAMPs e os recetores de reconhecimento de padrdes do hospedeiro (PRRs).
Dentro destes ultimos, destacam-se os recetores pertencentes a familia Toll-like (TLRs),
que estdo presentes essencialmente em células efetoras do sistema imunitario inato tais
como: macrofagos, neutrofilos e células dendriticas (Cruvinel et al., 2010).

Por sua vez, a imunidade adquirida possui como células principais os linfocitos, no
entanto, as células apresentadores de antigénios (APCs) como sdo exemplo as células
dendriticas, macréfagos e células B, que estdo associadas a moléculas do complexo de
histocompatibilidade (major histocompatibility complex — MHC), também sao
importantes nesta resposta porque apresentam os antigénios aos linfocitos. Enquanto
moléculas MHC de classe I sdo apresentadas a células T CDS, que se diferenciam em
células T citotoxicas e conseguem matar as cé€lulas infetadas, MHC Il sao apresentadas a
células T CD4, que diferenciam em cé¢lulas Tul e Tu2 (Cruvinel et al., 2010; Janeway,
Travers, Walport, & Shlomchik, 2005).

Quando ¢ estabelecida uma infe¢do oral por Candida e, tomando como exemplo

ilustrativo C. albicans, o primeiro passo consiste na adesdo da levedura aos queratinocitos
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orais. Aqui, ocorre a interacdo entre PAMPs e PRRs que, posteriormente, estimula a
producdo de citocinas como IL-1p, IL-6 e IL-23. Por sua vez, estas citocinas induzem a
diferenciagdo de Th17 e geram IL-17 e/ou IL-22. As células do sistema imunitario inato
oral, como as Natural Killer (NT), células T yd e as células linfoides, sao capazes de
produzir IL-17 na presenca de C. albicans, sendo que a quantidade de IL-17 produzida ¢
suficiente para conferir uma resposta imunitaria eficaz contra a levedura. Deste modo,
IL-17 ¢ essencial no processo da defesa da mucosa oral contra C. albicans. Por outro lado,
a ativacao de células fagociticas como neutréfilos e macrofagos desempenha igualmente
um papel importante na imunidade contra estas infe¢des. Face ao exposto, as células
dendriticas, constituem o elo de ligagdo entre os dois sistemas, ja que ap6s desencadeada
a resposta inata, sdo capazes de ativar as células T e, consequentemente, a resposta
adquirida passa a ser regulada por células Th1, Th1, Th17 e células T reguladoras. Assim,
tanto o sistema imunitario inato como o adquirido s3o mecanismos de defesas cruciais
neste sentido (Cruvinel et al., 2010; Feller, Khammissa, Chandran, Altini, & Lemmer,
2014; Kullberg, Veerdonk, & Netea, 2014; Richardson & Moyes, 2015; Wiithrich, Deepe,
& Klein, 2012).

A familia de PRRs de C. albicans inclui: TLRs, recetores de lectina tipo C (CLRs), o
dominio de oligomerizagdo de nucle6tidos (NOD) e recetores do tipo nucledtido (NLR),
ainda que TLRs e CLRs possuam maior relevancia. Os PRRs sdo capazes de reconhecer
PMAPs em diferentes componentes da célula fingica, por exemplo Dectin-1 (CLRs) e
TLR2 reconhecem glucanos da parede celular, Dectin-2 reconhece mananos da parede
celular, Dectin-3 reconhece as hifas da levedura e, por sua vez, a producao de citocinas
IL-10 em resposta a presenca hifas, depende de mecanismos associados a TLR2 (Feller

et al., 2014; Kiyoura & Tamai, 2015; Wang, 2015).
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5 TERAPEUTICA

5.1 Terapéutica Antifingica

Os farmacos utilizados na terapéutica de infe¢des provocadas por fungos
designam-se por antifungicos. Sdo uma classe terapéutica limitada e atuam em diversas
estruturas destes microrganismos (figura 13) (Pierce, Srinivasan, Uppuluri,

Ramasubramanian, & Lopez-Ribot, 2013).

Parede celular:
- Equinocandinas

Membrana celular:
- Polienos

- Imidazdis

- Triazois

- Alilaminas

/"""*\
( /) Divisdo nuclear:
\ - /' - Griseofulvina

Sintese de acido nucleico:
- Flucitosina

Figura 13 Alvos terapéuticos de agentes antifungicos. (Adaptado de, Wecker, Crespo, Dunaway, Faingola,

& Waths, 2010).

A instituicdo da terapéutica antifungica deverd, primeiramente, ter em considera¢do
aspetos fundamentais como: o estado do sistema imunitério do individuo, os fatores de
predisposicao associados, ponderar a eliminagao ou controlo dos ltimos, o tipo de CO e
tamanho das lesdes e a eficacia e toxicidade do composto, de modo a alcangar uma gestao
adequada da terapéutica (Garcia-Cuesta, Sarrion-Perez, & Bagan, 2014; Rautemaa &
Ramage, 2011).

Desta forma, a eliminagdo dos fatores de predisposicdo antecede a terapéutica
antifiingica, o que nem sempre € possivel devido a patologias coexistentes como diabetes

e VIH/SIDA. Ainda assim, a administracdo de antibidticos, corticoides,
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imunossupressores ¢ a utilizagdo de proteses dentarias sdo fatores que podem ser

controlados (Lopez-Martinez, 2010).

5.1.1 Terapéutica na Candidose oral

As classes de antifungicos utilizados na terapéutica de CO sdo essencialmente:
polienos, nistatina e anfotericina B, e os azéis, miconazol, clotrimazol, cetoconazol,
itraconazol e fluconazol. Contudo em alguns casos, pode ser necessario recorrer ao
voriconazol e posacozol (triazois), a anfotericina lipossomal B (polieno introduzido em
lipossomas) ou a equinocandinas (Patil, Rao, Majumdar, & Anil, 2015).

Os polienos, em 1950, foram os primeiros a serem descritos. Tém a capacidade de se
ligar aos esterois da membrana celular, alterando a sua permeabilidade. Esta alteracao ¢
provocada pela formag¢do de poros, aquando da ligacdo do polieno ao ergosterol. Aqui,
ocorre a dispersdao do conteudo intracelular, esvaziamento do citoplasma e, por fim, a
morte do microrganismo. As moléculas azélicas foram descritas, pela primeira vez, em
1980 e, at¢ a data, tém sido largamente utilizadas, constituindo o maior grupo de
antifingicos em micologia médica. O seu mecanismo de agdo baseia-se na inibi¢do da
enzima 14-a-desmetilase (isoenzima do citocromo P450), codificada pelo ERGI11, que
converte o lanosterol em ergosterol. As equinocandinas sao moléculas, recentemente
descobertas e atuam na parede celular fingica, nomeadamente num componente
especifico desta, 1,3-B-D-glucano. A inibi¢cdo desta enzima origina a lise e morte celular
da célula fingica, uma vez que intervém na sintese de compostos essenciais a esta, como
os glucanos (tabela 5) (Freitas & Frade, 2014; Pierce et al., 2013; Rang, Ritter, Flower,
& Henderson, 2016).
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Tabela 5 Farmacos antifungicos e respetivas caracteristicas. O- oral; T- topica; IV- intravenosa; SO-

solugdo oral. (Adaptado de, Freitas & Frade, 2014).

Antifangico Classe a dmil:ilsi:lrggﬁo Acio Resisténcia
Cetoconazol O;T
Miconazol T
Imidazois
Clotrimazol T
Econazol T
Fluconazol 1V;0;SO Fungistatico/fungicida Frequente
Itraconazol 1V;0;SO
Voriconazol Triazbis 1V;0
Posaconazol SO
Ravuconazol Iv;0
Caspofungina v
Anidulafungina Equinocandinas v Fungistatico/fungicida Vll.{;f)j (i
Micafungina v
Anfotericina B IV;T
B ﬁ;gg;ﬁ;?a Polienos v Fungicida Rara
Nistatina SO;T

A terapéutica topica € suficientemente eficaz em doentes imunocompetentes, porém
aquando da imunossupressao do sistema imunitdrio € necessario recorrer a terapéutica
conjugada, topica e sistémica. Por outro lado, € necessario ter atengdo os doentes com
recorréncias, levando em consideracdo o desenvolvimento de resisténcias por
determinadas espécies (Patil et al., 2015; Rautemaa & Ramage, 2011).

Na CO a terapéutica de primeira linha sdo as solugdes orais de nistatina e anfotericina
B, durante um periodo minimo de 7 dias e, no caso de recorréncias, a terapéutica devera
ser prolongada por mais 4-6 semanas. Apesar do prognoéstico positivo destas moléculas,
o0s azois, nomeadamente, 0 miconazol, itraconazol, cetoconazol e clotrimazol também sdo
utilizados na terapéutica topica de CO (Garcia-Cuesta et al., 2014; Lopez-Martinez, 2010;

Rautemaa & Ramage, 2011).
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No que diz respeito a terapéutica sistémica, esta apenas ¢ considerada e indiciada em
doentes que ndo obtiveram resposta, com resisténcias ou que ndo toleram a terapéutica
topica, bem como em CO complicadas devido a outras patologias ou com risco elevado
de desenvolver infe¢des sistémicas. Os farmacos antifngicos frequentemente
administrados sistemicamente sdo preferencialmente, o fluconazol, pois € o azol que
atinge maiores concentragdes na saliva, e o itraconazol (Kragelund, Reibel, & Pedersen,
2016; Lopez-Martinez, 2010; Lyu, Zhao, Hua, & Yan, 2016; Patil et al., 2015).Por outro
lado, o posaconazol foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) como
terapéutica de primeira linha na CO em doentes com doengas graves, ou em doentes que
ndo obtiveram resposta a terapéutica topica. (Clark, Grim, & Lynch, 2015; Patil et al.,
2015).

Apesar do fluconazol ser considerado terapéutica de primeira linha, tem um risco
associado de desenvolver resisténcias por vdarias espécies. Assim, nestes casos,
apresentam-se como opgoes terapéuticas: solu¢ao oral de itraconazol ou suspensdo oral
de posaconazol, 200 mg e 400mg, uma e duas vezes por dia, respetivamente, mantem a
dose de 400 mg duas vezes por dia durante um periodo de 28 dias. Outra hipdtese
terapéutica, em doentes refratarios, ¢ a utilizagdo de equinocandinas ou de anfotericina
lipossomal, pois possuem eficicia terapéutica em biofilmes maduros formados por
Candida (Darwazeh & Darwazeh, 2014; Patil et al., 2015).

Numa perspetiva geral, devido a eventuais infecdes sistémicas potencialmente
desencadeadas pelo biofilme oral, varios estudos in vitro e in vivo t€ém debrugado a sua
atencdo na eficicia de farmacos antifingicos, em monoterapia e em terapéuticas
conjugadas, sobre as células de Candida em biofilme e, por vezes, comparando estas com
a acdo de antifungicos nas homologas planctonicas. No geral, concluem que a terapéutica
conjugada apresenta melhores resultados que a utilizacdo de antifungicos isolados,
nomeadamente, aquando da utilizagdo de anfotericina B com caspofungina ou
posaconazol. Expcionalmente, a anfotericina B lipossomal em monoterapia, revelou ter
eficacia na diminui¢do da formacdo do biofilme por C. albicans, contrariamente ao
descrito para azois e anfotericina na formulagdo padrao (Gulati & Nobile, 2016; Kawali,
Yamagishi, & Mikamo, 2015; Martinez & Fries, 2010; Sardi et al., 2013; Tobudic,
Kratzer, Lassnigg, & Presterl, 2012; Walraven & Lee, 2013).
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5.1.2 Mecanismos de resisténcia

De acordo com a Comissao Europeia sobre Avaliacdo de Suscetibilidade
Antimicrobiana (EUCAST), a resisténcia pode ser classificada em microbiologica ou
clinica, sendo que a clinica ¢ definida pela auséncia do efeito terapéutico, ¢ a
microbiologica pode ser inata/primaria, quando o microrganismo possui resisténcia antes
da exposicao ao farmaco, ou adquirida/secundaria quando surge apds o contacto com a
molécula antifingica (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014).

Existem mecanismos de resisténcia exclusivos das células de Candida em biofilme,
como a matriz celular e as células persistentes, e mecanismos comuns a estas células e as
suas homologas planctonicas, como as bombas de efluxo e sobre regulagdo positiva de
alguns genes (Math¢é & Van Dijck, 2013).

Por outro lado, as células sésseis ndo precisam de sofrer alteracdes genéticas para
exibir resisténcias aos farmacos, contrariamente ao que acontece com as células
planctonicas, que possuem mutagdes genéticas irreversiveis de modo a adquirirem
resisténcias (Ramage, Rajendran, Sherry, & Williams, 2012).

Apesar dos mecanismos que provocam esta resisténcia serem de origem multifatorial,

ainda ndo estdo bem delineados e, por isso, tratam-se apenas de premissas (Sardi et al.,

2013).

> Mecanismos de resisténcia de células sésseis

As células persistentes sdo definidas como células fenotipicamente alteradas e que
suportam concentragdes de farmacos acima da concentragdo minima inibitéria (CMI). E
também, o facto de viverem em modo de dorméncia, que faz com que farmacos nao
tenham efeito sobre as mesmas, pois para que exista efeito farmacologico, as células tém
de estar em modo ativo. Contudo, nem todas as espécies tém a capacidade de formar
células persistentes, enquanto C. krusei e C. albicans apresentam esta forma de
resisténcia, o mesmo nao acontece para C. glabrata (Mathé & Van Dijck, 2013; Taff,
Mitchell, Edward, & Andes, 2013).

Um estudo realizado, com o intuito de entender este mecanismo, concluiu que,
apos a inoculacdo de células sésseis de C. albicans, previamente sujeitas a acdo da

anfotericina B, ocorreu a formagao de um novo biofilme. Apesar deste facto ainda nao
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estar completamente consolidado cientificamente, os resultados do estudo realizado
evidenciam a existéncia de células persistentes (Sardi et al., 2013; Taff et al., 2013).

A velocidade de crescimento celular é considerada um mecanismo de resisténcia,
todavia estudos comprovam que este nao € significativo. Apesar da velocidade de
crescimento das células em biofilme ser muito baixa e a maioria dos antifungicos ter agcdo
sobre células em divisdo, estudos realizados com anfotericina B, verificam que
independentemente da velocidade de crescimento celular, a resisténcia foi similar em
todas as células do biofilme por C. albicans (Mathé & Van Dijck, 2013; Taff et al., 2013).

Ja no que diz respeito, a matriz extracelular, os estudos efetuados afirmam que
o grau de producdo de ECM de C. albicans e C. tropicalis esta envolvido no mecanismo
de resisténcia. Estudos utilizaram ECM de um biofilme e adicionaram a um meio com
células planctonicas, e aqui observou-se o mesmo grau de resisténcia, sugerindo que ECM
¢ realmente capaz de aprisionar antifingicos. Para além de C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis ¢ C. tropicalis também apresentam este mecanismo de resisténcia. Outros
estudos referem ainda que esta resisténcia ¢ manifestada face a az6is, equinocandinas e

flucitocina (Taff et al., 2013).

> Mecanismos de resisténcias de células sésseis e planctonicas

o Bombas de efluxo

Em C. albicans existem duas familias principais de bombas de efluxo, que diferem na
fonte de energia, que permite a expulsdo do farmaco do meio intracelular, e na afinidade
que possuem para os azois. As bombas CDR fazem parte da familia ATP-binding cassete
(ABC) e tém a capacidade de expulsar qualquer azol, contrariamente, a bomba que
pertence a familia major facilitator superfamily (MFS) que possui especificidade
exclusiva para o fluconazol (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014; Cannon et al., 2009).

C. albicans manifesta este mecanismo de resisténcia em relagdo aos azobis, no entanto
0 mesmo nao se sucede face a anfotericina B e equinocandinas. Quando as leveduras estao
na forma de biofilme, os estudos efetuados tém evidenciado que este mecanismo nao se
manifesta de igual forma em todo o desenvolvimento do biofilme por C. albicans, ou seja,
as fases inicial e intermédia apresentam maior resisténcia comparativamente a fase de

maturacao (Mathé & Van Dijck, 2013; Ramage et al., 2012; Taff et al., 2013).
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Por outro lado, os estudos realizados clarificam que hd uma menor expressdao dos
genes, que codificam as respetivas bombas, nomeadamente CDRI e CDR2 para CDR e
MDRI para MFS, quando nao existe uma exposi¢ao destes a antifingicos. Contudo, em
oposicao, afirmam que aquando da exposicdo hd uma sobre expressao de CDRI/2 e
MDRI, bem como uma maior resisténcia diretamente associada a terapéutica prolongada

com azo6is (Mathé & Van Dijck, 2013; Ramage et al., 2012; Taff et al., 2013).

o Sobre expressao de genes

Estudos revelam que a resisténcia aos azois existe em C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata e C. krusei, sendo que os mecanismos de resisténcia sdo idénticos
entre espécies, assim a sobre expressao das bombas de efluxo CDRI, CDR2 e MDRI,
bem como as mutagdes em ERGI ] tém sido descritas (Freitas & Frade, 2014; Taff et al.,
2013).

A sobre regulacdo de CDR1, CDR2 e MDRI deve-se a mutagdes nos respetivos fatores
de transcri¢ao, TAC1 e MRR1. Assim os genes implicados na resisténcia aos azdis de
acordo a espécie de Candida sdo: C. glabrata CDRI, CDR2 e SNQ2; C. dubliniensis
CDR1 e CDR2; C. tropicalis CDRI e C. krusei CDRI e CDR2 (Alcazar-Fuoli & Mellado,
2014; Spampinato & Leonardi, 2013).

Recentemente, surgiu um mecanismo de resisténcia para C. albicans e C. tropicalis
relacionado com mutacdes em ERGIIe ERG3. Apesar disto, no geral, mutacdes em
ERGI1 estao implicitas na resisténcia de C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis
(Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014).

Para além disto, Upc2 ¢ um fator de transcri¢do de ERGI 1 em C. albicans e, estudos
evidenciam que mutagdes neste fator originam, igualmente, sobre expressao de ERGI1 e,
consequentemente, menor agao do fluconazol (Flowers et al., 2012).

No que diz respeito as equinocandinas, sabe-se que os mecanismos de resisténcia sao
fundamentalmente secundarios, ja que os primarios sdo praticamente ausentes. Assim, 0s
primeiros devem-se a mutagdes pontuais em genes que codificam (1,3) -B-glucano-
sintetase, sendo que estudos clinicos evidenciam esta resisténcia em C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. lusitaniae (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2016;
Spampinato & Leonardi, 2013).

A resisténcia concomitante entre equinocandinas e outros antifungicos, como azois e

polienos, ¢ controvérsia. Enquanto estudos afirmam que a suscetibilidade aos ultimos
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permanece inalterada, outros corroboram que existe resisténcia cruzada entre azois e
equinocandinas em algumas espécies de Candida, como é exemplo C. glabrata (Alcazar-
Fuoli & Mellado, 2014; Alexander et al., 2013; Murray et al., 2016).

Relativamente a anfotericina B a resisténcia ¢ rara, contudo espécies como C.
guilliermondii e C. lusitaniae podem possuir resisténcia intrinseca ao polieno. Por outro
lado, o mecanismo de resisténcia de Candida a anfotericina B ainda ndo é conhecido,
contudo acredita-se estar relacionado mutagdes em genes como ERG2, ERG3 e ERG6,
que codificam, respetivamente, as enzimas C-8 esterol isomerase, C-5 estereol desaturase
e C-24 esterol metiltransferase, respetivamente (Murray et al., 2016; Spampinato &

Leonardi, 2013; Taff et al., 2013).

ECM
Células persistentes Bombas de efluxo

l Sobre expressdo de alvos

Q7  Blastésporos s Hifas

QP  Blastésporos persistentes @ Antifingico

() em

Figura 14 Mecanismos de resisténcia do biofilme formado por C. albicans. (Adaptado de, Ramage et al.,
2012).

50



Terapéutica

5.2 Terapéuticas Alternativas
5.2.1 Probidticos

Tanto probidticos como os prebidticos podem ser utilizados quer na prevengdo, quer
no tratamento, de infe¢cdes causadas por biofilmes polimicrobianos de Candida, como €
exemplo a candidose oral. Assim, os Lactobacillus podem ser usados neste ambito, uma
vez que reduzem a colonizacao das leveduras. Contudo, ainda nao existem evidéncias
cientificas sobre a utilizagdo de probidticos como terapéutica prolongada, sendo

necessarios mais estudos neste contexto (Allison et al., 2016; D. W. Williams et al., 2011).

5.2.2 Produtos Naturais

Os produtos naturais tém sido amplamente estudados, como possiveis alternativas na
erradicacdo do biofilme por Candida e, dado aos resultados obtidos, apresentam-se como
estratégias promissoras neste ambito. Dentro dos compostos obtidos a partir de plantas,
destacam-se os terpendides, compostos fenolicos, péptidos, alcaloides e biossurfactantes.
Por sua vez, os fungos e bactérias, produzem compostos como resultado do seu
metabolismo primario, como proteinas, lipidos e glicolipidos, metabolitos primarios, e do
metabolismo secundario como os alcaloides e terpenos. Existem ainda os produtos
naturais obtidos através de animais, inclusive, do Homem, tais como péptidos e proteinas.
Todos estes produtos obtidos por fontes diferentes apresentam-se como estratégias
alternativas (Girardot & Imbert, 2016).

A tabela 6 pretende representar um conjunto de estudos realizados, sobre varios
compostos obtidos de diferentes produtos naturais, face as diferentes fases de
desenvolvimento do biofilme por Candida, com o intuito de transmitir uma visdo ampla
do que ja foi estudado.

A utilizagdo destes produtos contra infegdes microbioldgicas deve-se as suas
propriedades antibacterianas, antifiingicas, anti-inflamatérias e antioxidantes, mas
também por apresentarem menos reagdes adversas. Contudo, uma das desvantagens € o
facto de ainda ndo existirem estudo sobre a toxicidade destes compostos. Nao obstante,

continua a ser uma terapé€utica aliciante (Nett, 2014; Petrovi¢ et al., 2014).
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Tabela 6 A¢ao de produtos naturais sobre diferentes fases do desenvolvimento do biofilme por Candida.
A- adesdo; M- maturagdo; D- dispersdo; +- com atividade em determinada fase do biofilme (Adaptado de,

Girardot & Imbert, 2016).

Desenvolvimento do

Produtos Grupos quimicos ou funcionais biofilme Espécies

A e/ouM M D

C. albicans
C. dubliniensis
Oleos C. glabrata
+ +
el essenciais/terpenos C. orthopsilosis
C. parapsilosis
C. tropicalis
Saponinas s i C. albicans
Plantas
C. albicans
Compostos Taninos s i s
— C. glabrata
Flavonoides + + C. albicans
C. albicans
Péptidos - + +
C. tropicalis
Alcaloides - + + C. albicans
Biossurfactantes - + C. albicans
C. albicans
Homem | Péptidos/proteinas - + +
C. glabrata
C. albicans
ftor Anticorpos C. dubliniensis
imais - +
(proteinas) C. glabrata
C. tropicalis

e Extratos de plantas e Oleos essenciais

De acordo com a literatura, os compostos obtidos através de plantas, como sdo
exemplo as saponinas, alcaloides, péptidos e proteinas, constituem a maior fonte de
compostos ativos contra biofilmes de fungos (Girardot & Imbert, 2016; Spampinato &
Leonardi, 2013).
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Assim, plantas e extratos de 6leos essenciais tém sido vastamente utilizados como
compostos antifungicos contra C. albicans, constituindo uma alternativa em infe¢des
como por exemplo estomatite protética (Petrovic et al., 2014).

Estudos com terpenoides afirmam a sua eficécia na inibi¢ao das formas leveduriformes
e filamentosas de C. albicans e, revelam-se auspiciosos na terapéutica conjugada com
fluconazol, aumentado o efeito deste (Spampinato & Leonardi, 2013).

Um estudo avaliou as propriedades antifungicas de 6xido de etileno, 6leo essencial da
planta Cymbopogon nardus (L.), conhecida como citronela, em biofilmes por C. albicans,
C. krusei e C. parapsilosis. Concluiu-se que este 6leo foi capaz de inibir maioritariamente
o biofilme por C. albicans, contudo também inibiu a forma¢do do biofilme por C.
parapsilosis e C. krusei. Apesar de ndo existirem estudos complementares na literatura
sobre a a¢ao deste dleo, os resultados parecem apelativos na erradicagao da maturagao do
biofilme (Toledo et al., 2016).

Outro 6leo essencial, um hidrato de carbono derivado do acido fulvico (CHD-FA)
revelou ter eficacia no biofilme oral por C. albicans. Além disto, mantem atividade contra

outras espécies de Candida com resisténcia a outras terap€uticas (Nett, 2014).

o Péptidos

Os péptidos sintéticos possuem atividade antimicrobiana contra uma variedade de
microrganismos, € podem exercer a sua agdo terapéutica em diferentes fases do
desenvolvimento do biofilme (Bujddkova, 2016).

Um estudo realizado com KSL, decapéptido a-helicoidal, e o homdlogo KSL-W,
avaliou a sua acdo em biofilmes por Candida. Conclui-se que KSL-W foi capaz de
diminuir a formag¢ao do biofilme de C. albicans, bem como suspender a sua maturagdo
(Bujdakova, 2016).

Por sua vez, estudos com o péptido ApoEdpL-W, confirmam a sua capacidade em
inibir a formagao inicial de biofilmes por C. albicans e associados a dispositivos médicos,
nomeadamente, quando estes sdo revestidos por poliestireno. Contudo, ApoEdpL-W nao
foi capaz de inibir a fase de maturacao (Rossignol, Kelly, Dobson, & D’Enfert, 2011).

Estudos afirmam que, OSIP108, um decapeptido extraido da planta Arabidopsis
thaliana, € capaz de inibir a inibicdo do biofilme por C. albicans. Para além disto,

aumenta a acdo de caspofungina e anfotericina B, logo possui uma a¢do sinérgica na
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erradicacdo da fase madura do biofilme por C. albicans. Neste estudo foi também avaliada

a toxicidade deste composto e concluiu-se que nao era toxico (Delattin et al., 2014).

5.2.3 Terapéutica FotodinAmica

A terapéutica fotodinamica (TFD) foi descrita em 1960, e constitui uma alternativa as
terapéuticas convencionais antifungicas no biofilme por Candida. Atualmente ¢ utilizada
em oncologia mas também em infe¢des superficiais e sistémicas, provocadas por fungos,
bactérias, virus e protozoarios (Bujddkova, 2016; Prazmo, Mielczarek, Kwasny, &
Lapinski, 2016; S. Singh et al., 2015).

O mecanismo de agdo de TFB tem por base uma reagao fotodinamica citotoxica, capaz
de matar as células do microrganismo. Para que esta reacao ocorra ¢ necessario que exista
um fotossensibilizador o (FS), uma fonte de luz e de oxigénio. Desta forma, o FS ¢
administrado ao doente, posteriormente, ocorre a emissao de um comprimento de onda
especifico que ativa FS e, por fim, ocorre uma reagdo fotoquimica que compreende
reacdes de fase I e II. Neste ultimo passo, ocorre a destruigdo seletiva dos
microrganismos, por formacao de espécies de oxigénio reativas (reacdes de fase I) e, pela
formagdo de produtos oxigenados (reagdes de fase II) (Azizi, Amirzadeh, Rezai, Lawaf,
& Rahimi, 2016; Prazmo et al., 2016; M. P. Silva et al., 2016).

O FS, substancia quimica e principal da TFD, pode ser administrado por via topica ou
sistémica, quer esteja na forma quimicamente ativa ou inativa, no caso de ser
administrado um percursor. Os principais agentes FS estdo agrupados consoante a sua
estrutura quimica e origem, e sdo tidos como exemplo: corantes de fenotiazinas, azul de
toluidina e azul de metileno; corantes de ftalocianina como a naftalocianina e porfirinas,
como o acido-5-aminolevulinico (ALA), percursor da protoporfirina IX (Gursoy et al.,
2013; Prazmo et al., 2016).

Varios estudos in vitro evidenciam a atividade de azul metileno, toluidina azul,
porfirinas e ftalocianinas tanto em células planctonicas como em sésseis de C. albicans
(Soukos & Goodson, 2011).

Um estudo in vitro testou a eficacia de TFD num biofilme de C. albicans e C. glabrata
e concluiu que a terapéutica foi eficaz na redugdo destes. Contudo, aquando da resisténcia

ao fluconazol, TFD revelou ter menor eficacia (Gursoy et al., 2013).
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Outro estudo, comparou a eficacia de dois fotossensibilizadores, nomeadamente, azul
de metileno e protoporfirina IX, utilizando uma fonte de luz vermelha, num biofilme de
C. albicans sobre uma resina acrilica. Concluiu-se que houve uma diminui¢ao de 96% do
biofilme quando exposto ao azul metileno, imediatamente apds 10 min e sem manifestar
toxicidade (Sousa et al., 2016).

Por conseguinte, a TFD pode ser utilizada no tratamento de infe¢des orais, em conjunto
com outras terapéuticas ou em monoterapia, pois apresenta a vantagem de ser uma
terapéutica econdémica, sem resisténcias e toxicidade associadas. Assim, a titulo de
exemplo, estudos tém descrito a sua eficacia na candidose oral recorrente em doentes

VIH/SIDA (Gursoy et al., 2013; Soukos & Goodson, 2011).
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Conclusdo

6 CONCLUSAO

O microbioma humano oral ¢ bastante complexo, sendo que a cada estrutura da
cavidade oral corresponde um microbioma especifico, variavel ao longo do tempo e de
individuo para individuo. Apesar do microbioma humano oral ser maioritariamente
constituido por bactérias, os fungos também fazem parte da sua constitui¢ao, sendo
género Candida o mais relevante.

Assim, as leveduras do género Candida sdo microrganismos comensais do
microbioma oral da maioria da populag¢do em geral, entre 30-55% dos adultos e 45%-65%
dos bebés. Na cavidade oral, a espécie albicans é a mais frequente, porém espécies nao-
albicans como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. rugosa e C.
dubliniensis também sdo frequentemente isoladas de individuos saudaveis, sendo as
primeiras as mais prevalentes.

O equilibrio entre Candida e o hospedeiro contribui para a manuten¢do de um estado
saudavel, mantido pelas diversas fun¢des que a microflora oral desempenha através, por
exemplo, da saliva, interagdes sinérgicas entre microrganismos, pH, humidade, potencial
de oxi-redugdo e temperatura. Para além disto, o sistema imunitdrio oral, inato e
adquirido, contribui igualmente para a homeostase oral, bem como mecanismo de defesa
face a microrganismos patogénicos.

A passagem de Candida da forma comensal a patogénica deve-se, essencialmente, ao
seu oportunismo, criado pelos fatores de predisposicao do hospedeiro, mas também aos
seus fatores de viruléncia, tais como: adesdo, dimorfismo, variabilidade fenotipica,
producdo de enzimas e formagao do biofilme. Desta forma, Candida ¢ capaz de causar
diversas infe¢des, tanto superficiais como sistémicas.

A candidose oral ¢ a infe¢do flingica oral mais frequente e esta associada a formagao
do biofilme por C. albicans, contudo espécies ndo-albicans como C. glabrata e C.
tropicalis também té€m sido descritas em individuos com CO. Nao obstante, as caries,
estomatite protética, infecoes endodonticas, periodontite e a queilite angular sdo infegdes
que parecem estar igualmente associadas a formacgdo de biofilmes polimicrobianos por
este género. Importa ainda ressalvar, que a capacidade do biofilme por Candida, em
formar-se sobre superficies abidticas orais tais como: préteses implantes e aparelhos

ortodonticos também esta na origem de diversas infe¢des, tanto perda de funcionalidade
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do dispositivo médico como por este servir de possivel reservatdrio para o
desenvolvimento continuo de infec¢des.

A terapéutica consiste na erradicacao completa do biofilme e, na candidose oral, os
antifingicos toépicos em doentes com candidoses ndo complicadas e que nao tem doencas
graves associadas, as solugdes orais de anfotericina B e nistatina apresentam um bom
prognodstico. Todavia, apesar do arsenal de antifungicos disponiveis, a terapéutica
antifngica nem ¢ eficaz, motivo pelo qual tém sido desenvolvidos diversos estudos, que
apresentam resultados positivos com terapéuticas que recorrem a utilizacdo de
probioticos, produtos naturais e a terapéutica fotodinamica.

Em suma, a capacidade destas leveduras em formar um biofilme oral acarreta varias
implicagdes clinicas tanto orais como sistémicas, devido a possibilidade de disseminagao
a partir da cavidade oral. Face ao exposto, esta tematica apresenta-se como uma
preocupagdo emergente, devido ao aumento de hospedeiros com fatores predisponentes,
bem como ao aumento significativo da resisténcia aos antifingicos. Como tal torna-se
imprescindivel apostar na instituicdo de terapéuticas alternativas, que se apresentam
vidveis, bastante promissoras e viabilizam a diminuigao das infe¢des inerentes a formagao

do biofilme oral por Candida.
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