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Resumo

Objetivos: Este estudo teve como objetivos: (i) avaliar a caraterizagao de estirpes
Candida, isoladas na cavidade oral de participantes diabéticos e ndo diabéticos com
proteses removiveis. (ii) estudar a caraterizacdo patogénica associada aos isolados
encontrados de Candida sp. através da expressdo de enzimas hidroliticas como as
proteinases e as fosfolipases, comparar essa caraterizagao nos dois grupos de participantes
diabéticos e nao diabéticos.

Materiais ¢ Métodos: Foram observados, na Clinica Universitaria Egas Moniz, 70
participantes, de ambos os sexos, portadores de préoteses removiveis. Destes, 36 eram
diabéticos tipo 2 e 34 ndo diabéticos. A recolha das amostras foi realizada na area

subjacente a protese removivel da cavidade oral dos pacientes através de uma zaragatoa
estéril. Estas recolhas foram tratadas posteriormente no laboratério do ISCSEM, de modo,
a obter os objetivos acima indicados. Os resultados obtidos foram analisados em SPSS.

Resultados: Das 70 amostras observadas foi possivel identificar 2 estirpes Candida sp.,
especificamente, em que, C. albicans, foi a espécie mais prevalente nos dois grupos de
estudo, diabético (30%) e ndo diabético (34,29%). Enquanto que C. tropicalis foi detetada
numa menor percentagem, tanto no grupo diabético (5,71%) como no ndo diabético
(7,14%). Foi possivel verificar a patogenicidade nas espécies isoladas, através da
expressdo de enzimas extracelulares como fator de viruléncia. Estas enzimas foram
expressas em maior percentagem no grupo diabético. C. albicans para além de ter sido a
espécie prevalente também revelou ser a espécie com maior capacidade patogénica
(72,22%).

Conclusdo: Os resultados permitiram concluir que existe uma relagdo entre a perda
dentaria e a doenca DM em idades mais avangadas, em que, poderao ser considerados
fatores de predisposi¢ao a colonizagdo por Candida sp. na cavidade oral. C. albicans, foi
a espécie mais prevalente em ambos os grupos e apresentou a maior capacidade de
expressar proteinases e fosfolipases. No entanto, ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas (P>0.05) entre o grupo diabético e o grupo controlo em
relacdo a colonizagdo por Candida sp. e os seus respetivos fatores de viruléncia.

Palavras-Chave: Candida sp., Diabetes Mellitus, Prétese Dentdria, Enzimas
extracelulares







Abstract

Aim and objetive: This study aimed to: (i) evaluate, the characterization of Candida
strains, isolated in the oral cavity of diabetic and non-diabetic patients users of dentures.
(i1) to study the pathogenic characterization associated with isolates of Candida sp.
through the expression of hydrolytic enzymes such proteinases and phospholipases,
comparing this characterization between a group of diabetic participants and non-diabetic
participants.

Materials and methods: Were observed in the University Egas Moniz Clinic, 70
participants from both sexes, were observed users of removable dentures. Of these 36
were diabetic type Il and 34 were non-diabetic. The collection of samples was performed
from the oral cavity inherent to the denture through using a sterile swab. These samples
were taken and treated in the ISCSEM microbiology laboratory, in order to obtain the
goals above mentioned. The results obtained were analyzed and treated using SPSS.

Results: Of the 70 samples observed was possible to identify two Candida sp. strains,
specifically, in which C. albicans was the most prevalent species in both groups, diabetic
(30%) non-diabetic (34,29%). While C. tropicalis has been detected in a lower percentage
in two groups, diabetic group (5,71%) and mon-diabetic group (7,14%). It was possible
to verify the pathogenicity in the isolated species through the expression of extracelular
enzymes as a virulence factor. These enzymes in higher percentage in the diabetic group
C. albicans in addition to being the prevalente species also proved to be the specie with
greatest pathogenic capacity (72,22%).

Final considerations: The results allowed to conclude that there is a relationship between
tooth loss and DM disease at more advanced ages, in which, they may be considered
predisposing factores to Candida sp. colonization. In the oral cavity, C. albicans was the
most prevalent species in both groups and showed the greastest ability to express
proteinases and phospholipases. However, no significant diferences were found (P>0.05)
between the diabetic group and non-diabetic group compared to colonization by Candida
sp. and their respective virulence factors.

Key words: Candida sp., Diabetes Mellitus, Dentures, extracellular enzymes
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Introdugdo

I - INTRODUCAO

A populagdo envelhecida, composta por individuos a partir dos 60 anos, esta
sujeita a alteragdes na cavidade oral tanto fisioldégicas como metabolicas, incluindo a
diminui¢do do numero de células do organismo, contracdo dos tecidos periodontais,
reducdo na espessura da mucosa oral devido a desidratagdo dos tecidos, a reducdo das
papilas gustativas e também a mudangas sistémicas que influenciam diretamente os
tecidos orais. Estas alteragdes em conjunto com doengas metabdlicas existentes, poderao
levar a perda dentéria precoce, sendo esta, parcial ou total (edentulismo), requerendo ao
uso de proteses dentarias ou de outro tipo de reabilitagdo oral. Estas reabilitacdes levam
a alteragoOes fisicas e bioldgicas da saliva e das estruturas envolventes, muitas vezes

provocando um desequilibrio na microflora oral. (Bianchi et al., 2016; Kim et al., 2013)

Leveduras como as espécies de Candida, que habitam e predominam na cavidade
oral humana, podem ser responsaveis por infecdes fungicas orais, sendo Candida
albicans, a espécie mais patogénica. O conjunto de alteracdes tanto fisioldgicas como
metabolicas na populacdo idosa e a prevaléncia da doenga Diabetes Mellitus (DM) nesta
faixa etaria, torna os individuos mais suscetiveis a coloniza¢do por Candida sp. e
posteriormente a infecdes fungicas na cavidade oral (Fatahinia, Poormohamadi, &

Mahmoudabadi, 2015).

1.1 — Reabilitacao Oral

Os individuos edéntulos totais ou parciais, t€ém cada vez mais a necessidade de
fazer a reabilitagdo da cavidade oral através de proteses dentdrias. Assim, a protese
dentaria ¢ definida por ser “a ciéncia e a arte de prover substitutos convenientes para a
porg¢do coronaria dos dentes, ou para mais ou menos dentes perdidos e para as suas
partes associadas, de maneira a restaurar as fungoes perdidas, aparéncia estética, o
conforto e a saude do paciente” (Turano, L. M., Turano, 2007). Assim, as principais

proteses dentarias podem (Figura 1);
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Fixa

— >
Removivel

Figura 1 — Classificagdo do tipo de protese dentdria

A Protese Parcial Fixa ou normalmente denominada como Protese Fixa, € uma
protese unitaria, ou seja, tem a necessidade de ter retentores que lhe apoiem a fixagdo
neste caso, retalho do dente original, e assim sdo construidas: restauragdes metalicas,
coroas, pontes, nucleos de preenchimento. Nestes elementos sdo utilizados materiais
como: ligas metélicas, porcelana, ceramica e resina acrilica (Turano, L. M., Turano,
2007).

As Proteses Parciais Removiveis (PPR) sdo proteses dentarias que tém a
finalidade de substituir, funcionalmente e esteticamente, os dentes naturais ausentes. Este
tipo de prétese é removivel e pode ser reposicionada em boca, sempre que necessario,
sem causar danos a sua estrutura ou aos elementos bioldgicos. Relativamente a
classificacdo das PPR, temos as dento-suportadas e as dento-muco-suportada. Para a
utilizagdo de uma PPR dento-suportada sdo necessarios dentes remanescentes como
elementos de suporte, retengdo e estabilidade, denominados “dentes pilares”. Na PPR
dento-muco-suportada, existem poucos “dentes pilares” havendo um contacto intimo na
mucosa que reveste o rebordo residual. Os elementos constituintes das PPR sdo
basicamente: o retentor (apoio oclusal, grampos e corpo), a sela, os dentes artificiais e os
conectores (maiores ¢ menores). Estes elementos podem ser constituidos por diversos
materiais como o metal (liga metalica — cromo-cobalto), dentes de porcelana e resina
acrilica (Bhuminathan S., Julius A., 2011; Di Fiore, R. S., Di Fiore, M. A., Di Fiore,
2010). Foi definido por Kennedy em 1925, uma classificacdo para este tipo de protese
baseada na posi¢do dos espagos édentulos em relacio a arcada dentaria. Esta classificacio

¢ a atualmente utilizada e divide-se por quatro tipos de classe:

12
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= Classe I — zonas desdentadas bilaterais e se situam por tras dos dentes suportes.
= Classe II — caso em que a zona desdentada ¢ unilateral e se situa atrds dos dentes
suportes, isto €, quando se tiver todos os dentes presentes de um lado da cavidade oral
e todos os posteriores ausentes do lado oposto.
= Classe I1I — caso em que o espago desdentado ¢ intercalar e unilateral e, de igual modo,
as selas.
®» Classe IV — caso em que a zona desdentada ¢ inteiramente anterior (Figura 2). O caso
mais comum ¢ aquele, no qual foram perdidos os quatro incisivos e nenhum outro dente.
No entanto, por vezes poderdo ocorrer diferentes casos dos acima descritos e que
poderao determinar modificacdes dentro da mesma classe:
* Modificagdo 1 da classe I — Quando houver um sé espaco suplementar devido, por
exemplo, a perda do incisivo central, do lateral ou do canino.
* Modificagdo 2 da classe II — Quando houver dois espacos edentados ndo-unidos, quer
dizer, com dentes entre ambos.
» Modificagdo 3 da classe I — Quando houver trés espacos separados por dentes.
* Modificagdo 4 da classe I — Quando houver quatro espagos protéticos separados por

dentes.

1 1 1 1

{ Edentado posterior [ Edentado posterior ] [ Edentado posterior J Edentado anterior ]

bilateral unilateral intercalado intercalado

Figura 2 — Classificagdo de Kennedy (adaptado de Todescan, et al, 2003)

O mesmo sucede com as outras classes, classe II e classe III. A classe IV nao
admite modificagdes, pois se existisse mais de um espaco protético, cairia dentro de uma
das outras trés classes.

No entanto, existem algumas regras de Applegate aplicadas a classificagdo de

Kennedy (Kaiser, 2010):
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1) A classificagdo final s6 devera ser realizada apds as extragdes indicadas pelo
médico dentista.

2) Segundos e Terceiros Molares ausentes que ndo serdo reabilitados, ndo devem ser
incluidos na classificagao.

3) Terceiro Molar utilizado como elemento suporte da protese deve ser incluido na
classificagao.

4) A area ou areas desdentadas mais posteriores sempre determinam a classificagao.

5) As outras areas desdentadas que passam a ser secundarias a que determina a
classificagdo, sdo denominadas modifica¢des e sdo designadas por seu ntimero.

6) Neste tipo de modificagdes ndo ¢ considerada a extensdao do desdentado.

7) Nao existem modificac¢des na classe IV de Kennedy.

A Proétese Total ¢ adequada a individuos edéntulos totais, em que ha substituicdo
de ambos os arcos dentarios perdidos. Este tipo de protese é removivel e capaz de
recuperar as fungdes mastigatorias e funcionais de um individuo edéntulo total. Neste tipo
de protese sdo utilizados varios tipos de materiais como: resinas termoplasticas acrilicas,
silicone, dentes de porcelana, entre outros (Turano, L. M., Turano, 2007).

O uso de proteses dentarias removiveis ¢ um fator de predisposicdo bastante
importante e frequente para a prevaléncia da colonizagdo do género Candida sp., devido
a alteragdo de ambiente causado a cavidade oral. Estes dispositivos, constituidos
normalmente por resina acrilica e metal, como € o caso das proteses parciais removiveis
e totais, sdo muito porosos e de dificil higienizagdo, ambientes ideais para o crescimento
e colonizagdo desta espécie. A colonizagdo por Candida sp., encontra-se em 25-50% dos
individuos saudaveis sem proteses dentdrias enquanto que em individuos saudaveis em
que o uso de protese seja recorrente, a sua colonizagdo encontra-se em cerca de 80%. O
uso recorrente de proteses dentarias pode levar a traumatismos na cavidade oral por mal
adaptacao, por serem de dificil higienizagdo, por terem dimensdes verticais inadequadas,
levando a Candidiase, a uma infecdo oral flingica, muitas vezes, denominada estomatite
(Candidiase cronica atrofica) (Prakash, Shekar, Maiti, Karunasagar, & Padiyath, 2015;
Zomorodian et al., 2011). E uma inflamagéo da area que se encontra sob a protese dentaria
e que afeta cerca de dois ter¢os da populagdo que utiliza proteses dentarias, ocorrendo
varias vezes em conjunto com a queilite angular (perda da dimensao vertical). (Cate, J.M,
Ten, Klis, F.M., Pereira-Cenci, T., Crielaard, W., Groot, 2009) A estomatite protética (um

dos tipo de Candidiase) esta fortemente associada a colonizag¢do por fungos, sendo C.
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albicans a espécie que intervém mais neste processo devido a elevada expressdo de

enzimas hidroliticas como as proteinases e as fosfolipases (Prakash et al., 2015).

1.2 - Caraterizacio da colonizacao do género Candida sp.

Taxonomia

As leveduras s3o fungos ubiquitarios, unicelulares, eucariotas que pertencem ao
reino Fungi, que inclui cerca de 600 espécies potencialmente patogénicas para o Homem
(Mayer, Wilson, & Hube, 2013). Neste momento sdo conhecidas cerca de 150 espécies
diferentes pertencentes ao género Candida. (Mayer et al., 2013; Williams & Lewis,
2011). Entre estas, as espécies: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C.
lusitaniae, C. stellata, C. parapsilosis e C. guiilliermondii, que se podem distinguir pelas
suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Clinicamente, torna-se cada vez mais
importante perceber estes organismos, quanto a sua capacidade de provocar infe¢do, pois
podem infetar tanto em individuos sauddveis como em individuos com o sistema imune

comprometido (C. H. G. Martins et al., 2016)

De todas estas espécies isoladas em humanos, a mais prevalente, tanto em
individuos saudéaveis como em individuos com o sistema imune comprometido, ¢ C.
albicans (47%-75%). Apenas algumas espécies, chamadas espécies ndo-albicans
referidas acima, sdo conhecidas por causar infecdo no Homem, entre estas; C. tropicalis
(7%), C. glabrata (>7%), C. krusei (<5%), C. parapsilosis (>5%) e C. guilliermondii
(<5%) (Bandara, Yau, Watt, Jin, & Samaranayake, 2010; Fatahinia et al., 2015; M.
Martins et al., 2010; Williams & Lewis, 2011).

Morfologia e Morfogénese

Os fungos do género Candida sp., sdo fungos polimorficos, pois podem crescer
tanto em forma ovdide, como também em formas alongadas e elipticas com constrigdes
no septo (pseudohifa) ou ainda em verdadeiras hifas, tornando-se patogénicas. Espécies
como C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis sdo observadas na maioria das vezes
como leveduras, no entanto podem também ser observadas como verdadeiras hifas ou
pseudo-hifas. A variacdo da forma destas espécies deve-se a alteragdes do pH ou a

variagdes de temperatura, em que um pH inferior a 6, predomina a forma de levedura,
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enquanto que um pH superior a 7 predomina a forma de hifa, em que se torna assim a
espécie patogénica (Mayer et al., 2013; Meurman, Siikala, Richardson, & Rautemaa,
2007; Williams, David, Kuriyama, Silva, Malic, & Lewis, Michael, A., 2011).  Assim

sendo, a hifa tem um papel crucial na invasdo dos tecidos e dos biomateriais, pois ¢é
demonstrada que a sua presenga influencia a adesdo e a sua resisténcia a fagocitose,
causando um distarbio na flora do hospedeiro. Ou seja, a formacao da hifa ¢ considerada

significativa para a patogenicidade (Mayer et al., 2013; Williams, David et al., 2011).

Quimicamente, a parede celular de Candida sp., também tem um papel importante
nesta invasdo, cujas principais fungdes sdo de manter a forma das células e mediar a
comunica¢do entre estas € o meio ambiente, de ajudar na sua nutricdo e promover a
capacidade de funcionar como barreira protetora. Os principais constituintes da parede
celular sdo manoproteinas, glicoproteinas e quitina associadas a outras proteinas
estruturais que necessitam de fontes de carbono e ides de amonia ou nitrato como fonte
de azoto, que se encontram no organismo do hospedeiro (Barroso, Meligo-Silvestre, &
Taveira, 2014; Sanchez-Vargas, Estrada-Barraza, Pozos-Guillen, & Rivas-Caceres, 2013;

Williams, David et al., 2011).

Macroscopicamente, as leveduras do género Candida sp. em meio Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) apresentam colonias brancas, cremosas com aspeto que pode ser
liso brilhante ou rugoso opaco, consoante a espécie. Em meio cromogénico, como o meio
Brilliance Agar (CHROMagar), as diferentes espécies podem ser detetadas de acordo com
a cor que apresentam no meio. Assim, ¢ possivel uma identificagcdo presuntiva de C.

albicans, C.tropicalis e C.krusei, pela morfologia e cor (Barroso et al., 2014).

Colonizacao na cavidade oral

C. albicans continua a ser a principal espécie patogénica, gragas a sua capacidade
de se ligar e proliferar através dos tecidos duros ou moles da cavidade oral e também pela
participagdo no complexo e heterogéneo biofilme bacteriano (Barroso et al., 2014;
Salerno et al., 2011). Esta capacidade deve-se aos varios mecanismos de adaptacdo aos
diferentes ambientes do hospedeiro como altera¢des dos niveis de oxigénio, temperatura
e disponibilidade de nutrientes, que levam a esta espécie a formacdo de tubos
germinativos, podendo até formar clamiddsporos (estruturas terminais ou intercaladas de

uma hifa, muito resistentes que se formam quando o fungo se encontra sem os nutrientes

16



Introdugdo

essenciais para se desenvolver). A distin¢do entre colonizacdo e infe¢do, por vezes pode
tornar-se dificil pois cerca de 86% dos doentes criticos, encontram-se colonizados por
Candida sp.. Sendo a colonizagdo, um dos principais fatores de risco para a infegdo,

constitui um pré-requisito para a invasdo (Barroso et al., 2014).

Interacao entre Candida sp. e o Hospedeiro

O mecanismo de interacdo entre Candida sp. e hospedeiro advém da
complexidade da interagdo entre os ligandos celulares da Candida sp. e os recetores
celulares do hospedeiro. Esta intera¢do relaciona-se com a extensa presenca de Candida
sp. como agente colonizador e agente patogénico na mucosa oral, uma vez que a sua
adesdo a células e a superficies constitui o primeiro passo para a subsequente colonizagao
e invasao dos tecidos (Nett & Andes, 2006). A relagdo comensal depende da integridade

do tecido, da flora oral do hospedeiro e do sistema imunitario do hospedeiro. Quando

existem alteragdes metabolicas e uma supressdo do sistema imunitario, as espécies do
género Candida sp. podem tornar-se virulentas. O grau de adesdo de certas espécies as
superficies biologicas pode ser um indicador do seu potencial patogénico. Estes diferentes
graus de adesdo podem ser explicados pela heterogeneidade fenotipica das espécies

expressas pelas diferentes hidrofobicidades, secrecdes de proteinases e fosfolipases

extracelulares, formacao de hifas, que influenciam diretamente a adesdao de Candida sp.
ao hospedeiro. (Pereira Neto, Silva, & Lemes, 2014). Para além destes fatores associados
as leveduras também os condicionantes do Hospedeiro, na cavidade oral como a
temperatura, o pH, a concentragao de hidratos de carbono, a diminui¢ao do fluxo salivar,
entre outros, podem influenciar a adesao de Candida sp. a mucosa oral (De Rossi et al.,
2011; Pereira Neto et al., 2014). Em pacientes idosos, o uso de medicamentos, como
antidepressivos, diuréticos e com efeitos anticolinérgicos, leva a capacidade de gerar
xerostomia. A diminui¢do do fluxo salivar reduz a capacidade de limpeza por este fluido,
diminui também os niveis de imunoglobina, que ajudam no combate de microrganismos

como C. albicans (Balan, Castelino, & Fazil Areekat, 2015; Williams & Lewis, 2011).

E bastante importante assim a distingio entre a colonizagio e infegdo. A
colonizacdo define-se como o crescimento de um fungo num hospedeiro sem existir
resposta imunoldgica por parte do hospedeiro. A colonizagdo deste fungo pode ocorrer
na cavidade oral, trato respiratorio, trato gastro intestinal, urinario, pele e circulacao

sanguinea do Homem e outros animais. Esta colonizagdo ¢ encontrada em cerca de 25 a
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75% dos individuos saudaveis, de forma assintomdtica. J& na mucosa vaginal, a
colonizagdo ¢ manifestada em 20% - 30% das mulheres. A infe¢do €, invariavelmente,
precedida pela colonizacdo, e ¢ entendida, neste caso, como a multiplicagdo de um fungo
num tecido viavel existindo sinais e sintomas no hospedeiro. A infe¢do mais descrita ¢ a

Candidiase. (De Rossi et al., 2011; Douglas, 2003).

Formacao do biofilme

Os biofilmes sdo estruturas bem organizadas e constituidas por uma comunidade
estruturada de espécies Candida sp., consiste numa matriz polimérica (Figura 3), onde
existe passagem de nutrientes e agua, capaz de suportar os diversos ambientes que
existem no hospedeiro. Esta matriz formada tanto adere a uma superficie inerte como a

uma viva (Byadarahally Raju & Rajappa, 2011; C. H. G. Martins et al., 2016).

Figura 3 — Biofilme de C. albicans, constituido por tubos germinativos, hifas e pseudo-hifas com uma
estrutura polimétrica (Adaptada de (Ramage, Saville, & Thomas, 2005).

A adesdo ¢ o primeiro passo na formacdo do biofilme, através da adesdo dos
microrganismos a superficie do hospedeiro, da a aproximacao. Esta aproximagao depende
de varios fatores, como; as forgas electroestaticas, interagdes hidrofobicas, saliva, carga
da superficie, energia livre da superficie, for¢as de Van der Waals e hidrofobicidade. Esta
fase intitula-se adesao primaria. A adesio secundaria, caracteriza-se pela consolidagdo
do processo de adesdo, onde os microrganismos, em particular as leveduras, expdem
proteinas, polissacarideos e onde ha uma reacdo de interagao entre o microrganismo € o
hospedeiro, através de recetores especificos das paredes celulares. Depois da adesdo a

superficie, da-se o inicio da colonizacdo. Uma vez ligadas a superficie, as células
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leveduriformes formam, normalmente, tubo germinativos que se prolongam até hifas e
pseudohifas capazes de invadir as células vizinhas. (Cate, J.M, Ten, Klis, F.M., Pereira-

Cenci, T., Crielaard, W., Groot, 2009; Douglas, 2003; Ramage et al., 2005).

A colonizagao depende da razdo entre a aquisicao (taxa de células leveduriformes
que entram na cavidade oral), crescimento e remoc¢ao das células da cavidade oral, através
da degluti¢ao e da higiene oral. Assim, a colonizagdo para além de depende dos fatores
de predisposi¢do do hospedeiro também depende da aquisi¢do ou entrada de células
dentro da cavidade oral, da adesdo e do crescimento dessas mesmas células, da penetragao
nos tecidos e por fim da eliminagdo das células da cavidade oral (Sanchez-Vargas et al.,

2013; Tsui, Kong, & Jabra-rizk, 2016).

Por fim, da-se o crescimento e maturagio do biofilme que depende de varios
fatores como; a rapidez de crescimento, da difusdo de nutrientes, do pH e da temperatura
do meio, da libertagdo de residuos, do equilibrio entre o hospedeiro e agente patogénico
e principalmente dos fatores de viruléncia (C. H. G. Martins et al., 2016). Os biofilme
maduros tornam-se mais resistentes a agentes antifingicos sobrevivendo aos mecanismos
de defesa no hospedeiro (Mayer et al., 2013; Nett & Andes, 2006). Se o crescimento e
maturagdo do biofilme forem bem-sucedidos, havera um um elevado grau de colonizacao,
que por sua vez podera causar infecdo por Candida (Candidiase) (Byadarahally Raju &
Rajappa, 2011). Estas infecdes podem ser cronicas ou temporarias € podem tornar-se
bastante perigosas, se houver; suscetibilidade ao sistema imunitéario, resisténcia aos
desinfetantes e aos farmacos antifungicos (Dongari-Bagtzoglou, Kashleva, Dwivedi,

Diaz, & Vasilakos, 2009; Douglas, 2003; C. H. G. Martins et al., 2016).

Os microrganismos que co-habitam nestes biofilmes, competem pelos nutrientes,
interagindo de forma sinérgica, estimulam o seu proprio crescimento, produzem
compostos antagonistas que inibem o crescimento de outros microrganismos residentes e
neutralizam fatores de viruléncia, de forma a que seja possivel haver biofilmes formados

de diferentes espécies e a crescer em conformidade (C. H. G. Martins et al., 2016)

Em termos clinicos poderemos encontrar a presenca de biofilme em dispositivos
que estdo em intimo contacto com tecidos mucosos, cateteres hospitalares, nas valvulas
protéticas pulmonares e cardiacas, e nos materiais acrilicos e metéalicos de proteses

dentarias e inclusive implantes dentarios. Esta grande capacidade em aderir com muita
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facilidade a variadas superficies pode ajudar-nos a compreender o fato deste fungo ser
uma das quatro causas mais comuns de infe¢do invasora através da corrente sanguinea,
podendo colocar em risco alguns pacientes imunodeprimidos (Dongari-Bagtzoglou et al.,
2009; M. Martins et al., 2010; Washington Winn, J., Stephen Allen, William Janda, Elmer
Koneman, Gary Procop, Paul Schreckenberger, 2008). Na Figura 4 podemos observar

todos os passos da formagao do biofilme (Douglas, 2003).
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Figura 4 - Fases da formacdo do biofilme de Candida numa superficie de um catéter de PVC — A)
superficie do cateter com uma camada de substincias condicionantes a adesdo. B) adesdo primaria
C) formacdo de micro colonias e sua adesdo a superficie D) maduracgdo das micro colonias assumindo
diferentes formas como hifas, pseudo-hifas e mesmo a forma normal ovoide da levedura.(Adaptada de

(Douglas, 2003)

Candida sp., sobrevive melhor em superficies humidas do que em objetos
inanimados, podendo permanecer durante pelo menos 24 horas nestas superficies, se o
grau de contaminacgao for elevado. A cavidade oral ¢ um ambiente onde existe um fluxo
continuo de saliva e se o biofilme ndo for consistente e maduro, as suas células de serdo
lavadas ou excluidas da cavidade oral pela saliva, a menos que consigam aderir as

mucosas orais e que se repliquem (Tobergte & Curtis, 2013; Tsui et al., 2016).

Fatores do hospedeiro adjacentes a colonizacio

Como ja foi referido anteriormente, a colonizac¢do do género Candida sp., depende
essencialmente de fatores de predisposicdo, fatores fisiologicos, fatores patoldgicos e
mecanicos que modifiquem o relacionamento entre o hospedeiro e o agente patogénico.
O sistema imunitario € bastante importante na resposta a patogenicidade do género
Candida sp., pois atua na destruicdo do fungo por meio de produgdo de citocinas e

quimiocinas ou por barreira fisica e quimica para impedir a adesdo destes
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microrganismos. Perante um sistema imunitario debilitado, os fungos adaptam-se
rapidamente as condi¢des do ambiente, ideais para o seu desenvolvimento.

Existem outros fatores que podem levar a colonizagdo, os quais podem ser
encontrados no Quadro 1: (Byadarahally Raju & Rajappa, 2011; De Rossi et al., 2011;
Dongari-Bagtzoglou et al., 2009; Williams & Lewis, 2011)

Quadro 1 — Resumo dos fatores de predisposi¢cao num individuo a colonizacio de Candida sp.
(Adaptado de (Williams & Lewis, 2011)

a) Secrecao salivar reduzida;

b) Imunodeficiéncia adquirida ou inata;

¢) Doengas relacionadas com a imunodeficiéncia como os doentes com o virus VIH;
d) Doengas enddcrinas/metabolicas (DM, Hipotiroidismo, Hipertiroidismo);

e) Locais com lesdo ou doenga na mucosa oral ou mesmo com malignizagao;

f)  Alteragdes no epitélio ou da flora;

g) Uso frequente de proteses dentérias totais e removiveis;

h) Deficiéncia nutricional por exemplo, alto consumo de hidratos de carbono;

i)  Uso de antibioticos de largo espectro;

j) Idade;

Fatores Patogénicos do género Candida sp.

E confirmada a prevaléncia do género Candida, especialmente a espécie C.
albicans em individuos com os fatores de predisposi¢do presentes, no entanto esta
colonizagao também depende da expressao de fatores de viruléncia desta espécie. Sendo
a espécie a mais aderente a cavidade oral, devido a sua capacidade de aderir a muitos
ligandos diferentes e de possuir fatores de viruléncia que lhe ddo uma vantagem de
crescimento. E possivel enumerar os varios fatores de viruléncia (Quadro 2): (De Rossi

et al., 2011; Pereira Neto et al., 2014);
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Quadro 2 — Resumo dos fatores de viruléncia de Candida sp.
(Adaptado de (Williams & Lewis, 2011)).

a) Secrecdo de enzimas hidroliticas; capacidade de expressdo de enzimas
extracelulares como, aspartil proteinases secretorias (SAP) e fosfolipases;

b) Terem a capacidade de iludir o sistema imunologico; producdo de substancias
toxicas que causam lesdo celular, formacao de biofilmes, produgdo de tubo germinativo
por algumas espécies;

¢) Caracteristicas dos componentes da parede celular fungica; hidrofobicidade
relativa da superficie celular;

d) Produzirem metabolitos com efeito toxico sobre células do hospedeiro
(mecanismos de defesa); producido de hemolisinas;

e) Sofrerem alteragdes fenotipicas;

Um fator condicionante que influencia o equilibrio entre a adesdo, a colonizagdo
e a infe¢do € o sistema imunolédgico. A superficie do organismo do hospedeiro € o local
das interagdes fisicas entre os fungos, as proteinas do hospedeiro, dos tecidos que levam
a adesdo e de outros fatores que levam a formagao do biofilme. Esta formagdo depende
de processos biologicos e ndo bioldgicos. Entende-se como processos ndo biologicos, as
interagdes fisicas entre as macromoléculas, como as forcas de Van der Walls, interacdes
hidrofobicas, eletrostaticas e pontes de hidrogénio. Por processos bioldgicos, entende-se
a expressdo de adesinas (De Rossi et al., 2011; Tsui et al., 2016). Apo6s a adesdo na
cavidade oral, a rdpida germinacao nos tecidos deve-se a produgdo de proteases e adesinas
que se ligam as proteinas da matriz extracelular, a recetores de ligacdo e a proteinas do
sistema do complemento (Williams, David et al., 2011). As adesinas, sdo consideradas
proteinas secretadas da familia de genes, Agglutinin-Like Sequence (ALS), expressas na
superficie da levedura e mediadas por proteinas das células hospedeiras, as adesinas
quando ligadas as caderinas, induzem a fagocitose da levedura. Para além deste, no
hospedeiro existem varios mecanismos de defesa que dificultam a colonizacdo do género
Candida na cavidade oral, que sdo: (i), a barreira fisica (epitélio da mucosa), (ii) lise da
parede celular fungica, (ii1) péptidos antimicrobianos e (iv) fatores salivares especificos
como a lisozima, histatina e lactoferrina, fazendo estes, parte do sistema imunitario inato

(Mayer et al., 2013; Williams, David et al., 2011).
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C. albicans segrega enzimas hidroliticas como a Proteinase Secretoria Aspartica
(SAP) e as fosfolipases que desempenham um papel na destruicdo e na penetragao de
tecidos hospedeiros. As SAP sdo de extrema importancia no desenvolvimento da infe¢do
da espécie, pois degradam eficazmente a matriz extracelular e as proteinas imunitarias da
superficie do hospedeiro como a imunoglobulina, lactoperoxidase, lactoferrina, mucina e
pepstatina. A destruicdo destas proteinas ¢ crucial a invasao no hospedeiro e patogénese
(Akcaglar, Ener, Beyza, & Tore, 2011). A SAPI, SAP2 e SAP3 sdo as enzimas
extracelulares mais prevalentes em Candidiases orais (De Rossi et al., 2011; Williams,
David et al., 2011). Relativamente as enzimas, fosfolipases, invadem as membranas
fosfolipidicas das células do hospedeiro, catalizando a hidrolise dos fosfolipidos, que por
sua vez, sdo os componentes major da membrana do hospedeiro. Os tipos de fosfolipases
mais predominantes na infe¢do oral sio PLB1, PLB2, PLC1, PLD1 (De Rossi etal., 2011;
Williams, David, Kuriyama, Silva, Malic, & Lewis, Michael, A., 2010). Quando existem
alteracdes do meio ambiente como a falta de nutrientes e a alteracdo de pH, a espécie C.
albicans ¢é capaz de se adaptar ao pH ambiental e alterar o pH extracelular, alcalinizando
o ambiente pela autoinducdo da forma de hifa. Através desta forma de hifa, tem
capacidade de expressar maior quantidade de enzimas hidroliticas, sendo, esta produgao
crucial para que haja infe¢do, ou seja, para que a espécie seja patogénica (De Rossi et al.,

2011; Lyon, Juliana & Resende, 2006; Williams, David et al., 2011).

A detecdo destas enzimas ¢ bastante importante para diagnosticar a
patogenicidade das espécies que se podem encontrar na cavidade oral como comensais
ou entdo como espécies patogénicas. Ou seja, a compreensdo dos mecanismos de
patogenicidade de Candida sp. torna-se essencial para o seu diagnéstico e para o
desenvolvimento de novas terapias antifungicas (Mayer et al., 2013; Williams, David et

al., 2011).
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Em resumo (Tabela 1.), podemos verificar os diversos fatores de viruléncia de

Candida sp. e o seu respetivo efeito;

Tabela 1 — Fatores de viruléncia de Candida sp. e o seu efeito (Adaptada de (Williams & Lewis, 2011).
Fatores de viruléncia

Efeito

Adesao a superficie

Hidrofobicidade célula-superficie

Adesinas da superficie celular

Evasao dos mecanismos de defesa

Elevada frequéncia fenotipica

Desenvolvimento de hifas

Secrecao de enzimas hidroliticas,

nomeadamente a producio de proteinases

Invasio e destruicdo de tecidos do hospedeiro

Desenvolvimento de hifas

Producao de enzimas hidrolitcas, proteinases e

fosfolipases

Promove a retencao

Mecanismos de adesdo ndo especificos
Mecanismos de adesdo especificos
Promove a retengdo na cavidade oral

Modificagdo antigénica devido a alteragdes na

superficie da célula
Prejudica a fagocitose

IgA ¢ destruida

Melhora a patogenicidade
Promove a invasao do tecido epitelial oral

Provoca danos na matriz extracelular e nas células

hospedeiras

Colonizacao de Candida sp. em proteses dentarias removiveis

O género Candida sp. adere a uma variedade de dispositivos médicos, como

cateteres hospitalares, valvulas protéticas pulmonares e cardiacas, proteses dentarias e
implantes dentarios, podendo promover a colonizagdo e a formacdo do biofilme nas
superficies destes materiais, causando por vezes a sua deterioracdo (Dongari-Bagtzoglou

et al., 2009; M. Martins et al., 2010; Salerno et al., 2011).
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Os principais motivos que levam a adesdo desta levedura a polimeros inertes in vitro sao
os que se encontram mencionados no Quadro 3; (Zamperini. A. C. & Vergani. C. E.,

Pavarina. A.C. Giampaolo. E. T., 2010).

Quadro 3 — Resumo dos fatores de adesdo as proteses dentdrias (Adaptado de
(Pereira-Cenci et al., 2008; Zamperini. A. C. & Vergani. C. E., Pavarina. A.C.
Giampaolo. E. T., 2010)

a) o grau de rugosidade do material;

b) o tipo de material da base da protese dentaria (esquelética ou
acrilica);

c) efeito da saliva;

d) hidrofobicidade;

e) energia livre da superficie;

A energia livre da superficie ¢ um dos principais fatores relacionados com o
desenvolvimento de Candidiase nos individuos com proteses dentérias. Esta ¢ definida
pela interacgdo entre for¢as de coesdo e adesdo. Logo, quanto maior for a energia livre da
superficie maior ¢ a adesdo dos microrganismos. As diferentes cargas existentes nas
proteses dentarias e na superficie das leveduras leva a haja uma relagdo entre a
hidrofobicidade. Estas cargas podem estar diretamente relacionadas com a agua, tendo
esta capacidade de unido, pois quanto mais proxima a superficie com energia livre estiver
do substrato e da levedura, maior ¢ a probabilidade de adesdo (Pereira-Cenci, Del Bel
Cury, Crielaard, & Ten Cate, 2008; Salerno et al., 2011). Assim, as espécies mais
hidréfobas sao: C. tropicalis, C. glabratae e C. krusei, que aderem com menor facilidade
a polimeros inertes, nomeadamente materiais de resina para base de proteses dentarias.
As espécies menos hidrofobicas sao: C. albicans, C. stellatoidea e C. parapsilosis que
aderem com maior facilidade aos mesmos polimeros (Pereira-Cenci et al., 2008; Radford,
Challacombe, & Walter, 1999). Relativamente a rugosidade do material, este fato ¢ mais
visivel em materiais de acrilico devido as irregularidades existentes neste material, assim,
¢ demonstrado que C. albicans apresenta maior adesao ao acrilico, a superficies asperas
de borracha e ao silicone, comparativamente com superficies lisas (Pereira-Cenci et al.,
2008; Zamperini. A. C. & Vergani. C. E., Pavarina. A.C. Giampaolo. E. T., 2010). Este

fendmeno podera estar relacionado com o fator de rugosidade, pois quanto mais rugosa a
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superficie do material for, maior é a adesdo. Exemplo disto, ¢ o envelhecimento da prétese
dentaria, em que ha uma deterioracdo da resina acrilica, que se caracteriza por um
aumento da porosidade, tornando a superficie progressivamente mais rugosa, logo maior
¢ a adesdo. Assim também o diametro e o grau de aspereza da superficie afeta a retengao

dos microrganismos (Salerno et al., 2011).

A fungdo da saliva humana também ¢ crucial na adesdo de Candida sp., no
entanto, ainda € um pouco controversa pois, a saliva demonstra ter um efeito de limpeza
e de defesa inata. Esta defesa inata ¢ demonstrada a partir de varias moléculas que
compdem a saliva como as lisozimas, histatina, lactoferrina, calprotectina e IgA. Estas
moléculas interagem com as espécies de Candida sp., diminuindo a sua adesdo e
colonizacdo com as superficies orais. No entanto, as proteinas que fazem parte da saliva
servem como nutrientes para os microrganismos, ajudam no seu crescimento, reproducao
e no desenvolvimento do biofilme. Assim, as peliculas de saliva que revestem a cavidade
oral poderdo aumentar a aderéncia da espécie C. albicans a granulos polimetilmetacrilato
HA e a bactérias (Divya Rani, Surya Prabha, Lakshmipriya, & Chitralekha, 2014; Pereira-
Cenci et al., 2008; Salerno et al., 2011).

A espécie C. albicans co-adere com varias espécies de bactérias orais, como: a
Streptococcus gordinii, S. mutans, S. oralis, S. sanguis, S. salivarius € Actinomyces. Este
ambiente de interacdo ¢ induzido por situagdes de stress ou de acesso restrito a certos
nutrientes como a sacarose. As condi¢des de multiplicacdo destas bactérias podem afetar
a adesdo de leveduras do género Candida sp., podendo até ativar alguns fatores de
viruléncia destas. Como exemplo, durante a colonizagdo de Candida sp. em proteses
acrilicas, a presenga de Streptococcus influencia a presenca de sacarose que poderd
melhorar da ligacdo de adesdo de Candida sp.. No entanto, esta competi¢do pela glucose
pode afetar a sua taxa de crescimento, pois as bactérias existem em concentragdes mais
elevadas na cavidade oral (Cristina de Lima, Nakata, Balducci, & Almeida, 2008;
Zomorodian et al., 2011). O tratamento com antibioticos, reduz o niimero de bactérias
orais, que se torna um fator de predisposi¢do para a formacdo do biofilme e colonizagado
de outros microrganismos como Candida sp.. Outro fator de predisposi¢do ¢ a doenca
DM, que devido a sua sintomatologia causa alteracdes nos tecidos da cavidade oral
proporcionando condig¢des ideais para a colonizagdo de Candida sp. e a sua adesdo as

células epiteliais (Duran et al., 2007; Salerno et al., 2011).
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2 — Infecoes associadas ao género Candida sp.

Candidiase oral

Um dos tipos de infe¢des patogénicas mais comuns € a micose, que se denomina
Candidiase, caracterizada pela colonizacdo de espécies do género Candida. Esta
colonizagdao depende da eficacia das defesas do hospedeiro, ou seja, poderd ser uma
indicacdo de deficiéncia imunoldgica (Barroso et al., 2014; Zomorodian et al., 2011).
Nesta infecdo normalmente podem estar envolvidas espécies do género como; C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. stellatoidea e C. krusei (Kasper et al., 2015;
Santos, Piva, Vilela, Jorge, & Junqueira, 2016). Apesar da origem da Candidiase poder
ser diferente, a capacidade da espécie persistir em superficies mucosas de individuos
saudaveis ¢ um fator bastante importante que contribui para a sua viruléncia. Este tipo de
infecdo afeta grande parte dos individuos com o sistema imune debilitado,
nomeadamente, os diabéticos que apresentam predisposicao a este tipo de infegdes
(Barroso et al., 2014; De Rossi et al., 2011). Na cavidade oral, esta infe¢do, pode
caracterizar-se como mucocutinea, cutdnea e sistémica. Podendo apresentar quatro
formas clinicas diferentes: (Kasper et al., 2015; Williams, David et al., 2011)

a) Candidiase Eritematosa - também denominada Candidiase Eritematosa

Cronica, apresenta-se sob a forma de manchas ou é4reas eritematosas avermelhadas numa
fina e lisa camada, este tipo ocorre com frequéncia no palato, devido a préteses mal
adaptadas de uso frequente ou mesmo por inadequada higiene oral. Este tipo também
pode ser denominado de Estomatite, devido a sua associagao com proteses removiveis e
totais, podendo-se desenvolver em por baixo de qualquer superficie acrilica ou aplicacdo
intra-oral. E o tipo de infecio mais prevalente e considerado persistente ou cronico,
encontrando-se em cerca de 75% dos usudrios de proteses dentérias.

b) Candidiase Eritematosa aguda - apresenta variagdes tanto nos aspetos

clinicos como no grupo de pacientes afetados, no entanto predomina a lesdo avermelhada
dolorosa. A forma localizada caracteriza-se pela Candidiase persistente e prolongada na
mucosa oral, encontrando-se no dorso da lingua e palato, no entanto esta ¢ um tipo de
infe¢do considerada temporaria e que também se pode localizar para além da cavidade
oral nas unhas, da pele e da mucosa vaginal. Inicia-se como Candidiase

pseudomembranosa envolvendo, pouco depois, unhas e pele.
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c) Candidiase Pseudomembranosa - ¢ uma infecdo vulgarmente conhecida

como “alfas”. E a mais comum em neonatos e criangas (5-10%), denominando-se como
“sapinhos” nestes casos, também ¢ comum em doentes com xerostomia e principalmente
quando existe alguma supressdo imunitaria local. Caracteriza-se pela presenga de placas
esbranquigadas ou amareladas facilmente removiveis por meio de raspagem deixando a
mucosa com areas eritematosas e hemorragicas. Esta facilidade de remog¢ao pode ser
considerada um meio diagnostico que diferencia este tipo de Candidiase. Este tipo de
infegdo ¢ considerado transitério ou temporario.

d) Candidiase Cronica Hiperplasica - ¢ caracterizada pela apresentagdo de

placas brancas, mais frequentes na comissura labial ou no dorso da lingua que nao podem
ser removidas pela raspagem. Uma particularidade deste tipo de infecdo ¢ a possibilidade
de desenvolvimento malignizagdo, ou seja, partes escamosas ou carcinogénicas em locais
de lesdo. E também conhecida como leucoplasia por Candida sp., em forma de hifa no

epitélio. Este tipo de infe¢do também ¢ considerado persistente ou cronica.

Na Figura 5, podemos observar clinicamente os quatro diferentes tipos de Candidiase.

Figura 5- Imagens clinicas das varias Candidiases orais em estado primdrio — (4) Candidiase
pseudomembranosa, (B) Candidiase eritematosa aguda, (C) Candidiase hiperpldsica cronica, (D)
Candidiase eritematosa cronica (Adaptada de (Williams & Lewis, 2011).
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3 — A Diabetes Mellitus

Apresentacio clinica da DM

A doenga Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabolica caracterizada pela
hiperglicemia cronica, com distirbios no metabolismo dos hidratos de carbono, lipidos e
proteinas e na secrec¢do de insulina ou apenas da sua agdo. Os diferentes tipos de DM sdo
causados por uma complexa interagdo de fatores genéticos e ambientais. A homeostase
da glicose reflete um equilibrio entre a produgdo hepatica de glicose e a captacdo e
utilizacao de glicose periférica. A insulina ¢ o regulador mais importante deste equilibrio
metabodlico. Os 6rgdos que regulam a glicose e os lipidos comunicam por mecanismos
neuronais € humorais com gordura e produzindo adiposinas musculares, metabolitos que
influenciam a fun¢do do pancreas. No estado de jejum, os niveis baixos de insulina
aumentam a producdo de glicose, promovendo a gluconeogénese hepatica e a
glicogenolise e existe uma reducao da absor¢ao de glucose em tecidos sensiveis a insulina
(musculo esquelético e tecido adiposo) promovendo, assim a mobilizagdo dos precursores
armazenados, como os aminodcidos e acidos gordos livre (lipdlise). O glucagon,
segregado pelas células alfa pancreaticas, quando os niveis de glucose no sangue ou de
insulina sd3o baixos, estimula a glicogendlise e a gluconeogénese pelo figado e pela
medula renal. Como critérios de diagnostico de Diabetes sao utilizados; glicémia em
jejum (fasting plasma glucose, FPG) > 126 mg/dl (ou > 7,0 mmol/l), hemoglobina Alc
(HbAlc) > 6,5%, na prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) com 75g de glicose ou
sintomas classicos de descompensacdo + glicemia ocasional > 200 mg/dl (ou > 11,1
mmol/l). A Hiperglicemia intermédia ¢ também conhecida como pré-diabetes, ¢ uma
condi¢do em individuos que apresentem niveis de glicose no sangue superiores ao normal,
no entanto, ndo sao suficientemente elevados para serem classificados como Diabetes. Os
individuos com Hiperglicemia intermédia poderdo ter uma anomalia da glicemia em
jejum (AGJ) — Glicemia em jejum > 110 mg/dl e < 126 mg/dl (ou > 6,1 e < 7,0 mmol/l)
ou a Tolerancia diminuida a glicose (TDG) — Glicemia as 2 horas ap6s a ingestao de 75
gr de glicose > 140 mg/dl e <200 mg/dl (ou> 7,8 e < 11,1 mmol/l), sendo estes critérios
para o seu diagnostico. Sendo as formas mais comum de DM tipo 1 e 2. Nos pacientes

diabéticos j& em tratamento, o melhor exame ¢ a hemoglobina glicada (HbAlc). Este
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exame € extremamente 1til, pois serve para avaliar o estado de glicémia nos ultimos 2-3
meses. Um paciente diabético controlado apresenta valores abaixo de 7%, os niveis acima
de 7%, estdo associados a um maior risco de complicagdes a niveis desta doenca.

(American Diabetes Association, 2011; Correia et al., 2015; Kasper et al., 2015).

Classificacao da DM

Esta doenga pode ser classificada em dois tipos, que dependem da auséncia parcial
ou total de insulina no organismo. Na DM do tipo 1, ¢ o resultado de interacdes entre os
fatores genéticos, ambientais € imunologicos no pancreas, que causa uma destrui¢ao das
células B pancreaticas, ou seja, existe uma deficiéncia completa da insulina, pois a sua
producdo ocorre nesse orgao. A doenga pode afetar qualquer idade, mas os primeiros
sinais desta doenga verificam-se entre 5-7 anos de idade e na puberdade, antes dos 20
anos de idade, embora possa ocorrer em qualquer faixa etaria. A incidéncia de DM tipo 1
estd a aumentar em todo o mundo, uma taxa de 3-4% ao ano por motivos incertos. Apesar
deste tipo de DM nao ter cura, o tratamento passa pelo controlo metabdlico de forma a
evitar complicacdes. Estes doentes tém sempre que fazer insulinoterapia, ou seja,
necessitam de injecdes de insulina diariamente para controlar os seus niveis de glicose no
sangue. Sendo a DM tipo 1 mais frequente do que o tipo 2, a sua incidéncia tem vindo a

aumentar (American Diabetes Association, 2011; Correia et al., 2015).

A resisténcia ou a secre¢do anormal de insulina sdo dois fatores fundamentais para
o desenvolvimento de DM tipo 2. A DM tipo 2, provavelmente engloba uma gama de
transtornos com fenotipo comum de hiperglicemia. Este tipo verifica-se numa faixa etaria
mais elevada geralmente apds os 40 anos de idade, sendo caraterizada por uma
diminui¢do da secrecdo da insulina ou pela resisténcia a sua acgdo, ou seja, quando o
pancreas ndo produz insulina suficiente ou quando o organismo nio consegue utilizar
eficazmente a insulina produzida. A DM tipo 2 ¢ a forma mais comum, ocorrendo em
cerca de 90-95% dos casos, na sua maioria associada a obesidade, com grande
percentagem de massa gorda na regido abdominal. Nas fases iniciais da doenga, a
tolerancia a glicose permanece quase normal, apesar da resisténcia a insulina, pois as
células beta pancreaticas compensam, aumentando a produgao de insulina. Ou seja, nao
sdo dependentes de insulina exdgena, mas podem necessitar de insulina no controlo da
hiperglicemia se ndo conseguirem através da dieta associada a antidiabéticos orais. O

método mais habitual para avaliar o estado de diabetes é através da determinacdo da
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hemoglobina Alc. E uma analise ao sangue que podemos verificar o estado da doenca
nos ultimos trés meses. (American Diabetes Association, 2011; Correia et al., 2015;

Kasper et al., 2015).

Em 2014, a prevaléncia de DM na populagdo portuguesa foi cerca de 13,1%, mais
de 1 milhdo de individuos sdo portadores desta doenca. Existe também uma prevaléncia
da Diabetes numa faixa etaria mais idosa, em que, mais de um quarto da populacao numa

faixa etaria entre 60-79 anos de idades tem Diabetes (Correia et al., 2015).

Estima-se que a incidéncia desta patologia aumente nos adultos, pois nas duas
décadas passadas o aumento até 1985 foi de 30 milhdes de casos, passando para 382
milhdes em 2013. Segundo, a Federacao Internacional dos Diabetes ¢ de prever que cerca
de 592 milhdes de pessoas venham a manifestar DM até ao ano de 2035 (Correia et al.,

2015; Kasper et al., 2015).

Complicacoes da DM

Como diagnostico desta patologia, podemos verificar varios sintomas e sinais no
Quadro 4:

Quadro 4 — Resumo dos sinais da doenca Diabetes Mellitus (Adaptado de
(American Diabetes Association, 2011; Correia et al., 2015; Kasper et al., 2015)

Poliuria

Polidipsia

Polifagia

Perda de peso

Mudanga na visao

Fadiga/Fraqueza

Irritabilidade

Natseas

Boca seca

Halito cetonico

Desidratagao

Respira¢ao de Kussmaul (acidoética)
Sonoléncia

Cetoacidose (principalmente na DM tipo 1)

Apos as refeigdes didrias de um diabético, a glicemia, encontra-se acima dos valores
normais. Ou seja, em episddios hiperglicemicos ¢ verificada uma deficiéncia de insulina

e consequentemente existe um aumento de glicose na corrente sanguinea, assim, sao
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excretadas grandes quantidades através da urina, a glicose ndo ¢ toda reabsorvida pelos
tubulos renais assim provocando uma pressao osmotica. A reabsorcao de agua € menor
e por consequéncia existe grandes perdas de 4gua, de sodio, de potassio e de glicose
através da urina (American Diabetes Association, 2011; Kasper et al., 2015). Esta a¢do
ird provocar ao diabético, sede e desidratacdo na maioria das vezes. A coloniza¢do por
Candida sp. podera ser despertada a partir de um periodo hiperglicémico, pois havera

uma alteracao do ambiente oral (Balan et al., 2015).

Para além destas alteragdes, existem também alteracdes orais associadas a DM
durante periodos hiperglicémicos devido a disfungdes imunitarias como podemos

verificar no Quadro 5:

Quadro 5 — Resumo das complicacoes da doenca Diabetes
Mellitus(American Diabetes Association, 2011; Kasper et al., 2015)

Xerostomia

Sindrome da boca ardente
Glossodinia

Halito ceténico

Ulceragoes

Liquen plano

Carie dentaria,

Doenga periodontal,
Hipocalcificagdo do esmalte
suscetibilidade para infe¢des bucais,
Alteragdo do paladar

Queilite

Dificuldade na retengdo de proteses removiveis com trauma dos
tecidos moles

A xerostomia ¢ frequente em cerca de 10-30% dos diabéticos. A reducdo do fluxo
salivar leva a redu¢do da capacidade tampao e antimicrobiana da saliva, assim, a cavidade
oral torna-se um ambiente ideal para o desenvolvimento de céries dentdrias e a outras
infegdes. Para além deste fator, a elevada concentragdo de glicose na saliva, uma ma
higiene oral e a polimedica¢do destes doentes, sdo fatores que também ajudam no
desenvolvimento de caries dentarias (American Diabetes Association, 2011; Cristina de

Lima et al., 2008; Nikbin, Bayani, Jenabian, Khafri, & Motallebnejad, 2014).

A suscetibilidade as infe¢des orais, ¢ favorecida pela hiperglicemia, pela

diminui¢do do fluxo salivar e por alteracdes da composicdo salivar em proteinas
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antimicrobianas como lactoferrina, lisozima e lactoperoxidase. Estas alteragdes
aumentam a suscetibilidade a infe¢des, nomeadamente a Candida sp. (Balan et al., 2015;

Sanité et al., 2012).

Controlo e tratamento da DM 2

E recomendado um despiste a esta doenga porque normalmente é uma doenga
assintomatica. Para um diagndstico precoce ¢ importante ter em atencdo os fatores de
risco, como; a histéria familiar de DM, Obesidade (IMC >25 KG/M?2), inatividade fisica,
alimenta¢do inadequada, o envelhecimento, o ambiente intra-uterino deficitario e a etnia.
O aparecimento da DM esta muitas vezes associado a uma hipertensao arterial e ao nivel
de colesterol elevado. O controlo destes fatores, também podera ajudar no controlo da
DM (Correia et al., 2015). Segundo o Programa de Prevengdo de Diabetes Portuguesa
(DPP), de forma a manter o valor de glicemia controlado, sdo necessarias mudancas para
um estilo de vida saudavel (ingestdao de insulina, uma alimentagdao adequada, exercicio
fisico e uma educacdo constante no controlo da doenca). Existem véarias opgdes de
farmacos para o tratamento de DM tipo 2; entre eles; as Biguanidas, (que reduzem a
quantidade de glicose produzida pelo figado), os Inibidores de DPP-4 ¢ GLP 1, (que
induzem a diminui¢do de glicémia, aumentando a quantidade de insulina produzida pelo
pancreas), a Insulina, os Inibidores de alfa glucosidase, (que apos as refei¢des ajudam na
decomposicdo e absorc¢ao dos hidratos de carbono), as sulfonilureias e meglitinidas, (que
estimulam o pancreas a libertar insulina) e por fim, as Glitazonas, (que ajudam o

organismo a utilizar a insulina) (Correia et al., 2015; Kasper et al., 2015).

Colonizacao de Candida sp. em diabéticos

A hiperglicemia auxilia a colonizagao e a multiplicagao do género Candida. Sendo
muitas vezes observadas infe¢des do tipo Candidiase, devido ao mau controlo glicémico.
Os elevados niveis de glicose salivar aumentam a aderéncia de Candida sp. as células
epiteliais bucais. A glicose salivar produz produtos de glicosilagdo durante episddios
hiperglicémicos , levando a sua acumulacdo nas células epiteliais (Balan et al., 2015;
Sanita et al., 2012). Esta relacao ¢ muito frequente, uma vez que os individuos diabéticos
tém um sistema imune debilitado, tornam-se mais suscetiveis a infecdes. Este fendémeno
acontece devido a existir algumas diferencas relativamente a adesdo nas células epiteliais

bucais em individuos diabéticos, que os leva a ter maior probabilidade de transportar
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microrganismos como; a degeneracdo microvascular; a reducdo do fluxo salivar, ao
consumo de fairmacos antifungicos e a presenga de proteses dentarias na cavidade oral

(Sanité et al., 2012; Tsang et al., 2007).

Espécies como; C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. fomata, C. kruesi, C.
krefyr, C. parapsilosis, C. guillermondii, estdo envolvidas em estudos da colonizagdo
desta levedura na cavidade oral de diabéticos (Tsang, C. S. P., et al, 2007; Dongari-
Bagtzoglou, A., et al, 2009). Como podemos observar no estudo de Fatahinia (2015),
foram isolados 855, de individuos diabéticos, dos quais, a espécie predominante foi a C.
albicans (58,6%), seguida de C. parapsilosis (11%), C. glabrata (8,3%), C. tropicalis
(7%), C. kefyr (5.8%), C. krusei (4.4%), C. orthpsilosis (2.1%) e C. guilliermondii (0.6%)
(Fatahinia et al., 2015). Noutros estudos sdo também encontrados resultados semelhantes
na colonizacdo de Candida sp. em individuos diabéticos (Duran et al., 2007; Martinez,
Hernandez-Pérez, Fabian-San Miguel, Jaimes-Aveldafiez, & Arenas, 2013; Tsang et al.,

2007).

4 — Identificaciao laboratorial das espécies do género Candida

Para a identificacdo das espécies de Candida, sdo utilizados os métodos fenotipos
e genotipicos. Os métodos de identificagdo, permitem identificar e isolar espécies. Os
métodos fenotipicos sdo utilizados frequentemente para diferenciar e isolar as diferentes
espécies de Candida, por expressdo de fatores de viruléncia das espécies, como o
metabolismo enzimatico, fermentativo e metabdlico. Para ser possivel a identificagdo da
espécie, sdo estudados os comportamentos que a mesma tem em diferentes meios ou
condigdes. Assim estes métodos sdo feitos em laboratorio com o objetivo de simular o
ambiente perfeito para a formacdo do biofilme das leveduras e conseguir o isolamento

destas. Estes métodos sdo:

a) crescimento em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA);
b) crescimento em meio diferencial cromogénico;

c) testes da produgdo do tubo germinativo e clamiddsporos;

d) testes da assimilag@o de hidratos de carbono e azoto;

e) testes para comprovar a viruléncia (produgdo extracelular de proteinases e fosfolipases).
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Métodos de Identificacdo

Métodos de isolamento

a) Crescimento em meio SDA;

O meio mais utilizado para o isolamento de Candida sp. € o meio de cultura SDA
que apresenta na sua composicdo cloranfenicol e/ou gentamicina. Quando existe
crescimento de leveduras do género Candida, neste meio, verificamos a presenca de
coldnias brancas ou brancas-amareladas, de forma convexa, brilhantes, lisas, humidas,
cremosas e com odor caracteristico, normalmente denominado de “placa branca”. Este
meio inibe a presenga de bactérias devido ao seu baixo pH e a sua fonte de azoto. (Figura
6 - A). No entanto, o isolamento neste meio ndo permite a diferenciacdo de espécies do
mesmo género, por isso ¢ recomendado que se utilize um meio cromogénico para a
diferenciacdo de espécies (Byadarahally Raju & Rajappa, 2011; Costa & Candido, 2007,
Dongari-Bagtzoglou et al., 2009; M. Martins et al., 2010; Meurman et al., 2007).

b) Crescimento em meio diferencial cromogénico:

O meio cromogénico ¢ utilizado para a diferenciacdo pois contém varios
substratos cromogénicos que reagem sob a acao de hexominidases produzidas pelo fungo,
produz colonias pigmentadas que correspondem a diferentes espécies. Este meio ¢
vantajoso pois permite a detecdo de vérias espécies de Candida numa unica placa apos
24 a 48 horas de incubagdo. Exemplo deste meio, ¢ o meio “Candi Select (Bio-Rad)” que
identifica eficazmente as espécies Candida, pigmentando a espécie C. albicans (rosa), C.
tropicalis (verdes - turquesa intenso) e C. krusei (verde) (Figura 6 - B). (Cate, J.M, Ten,
Klis, F.M., Pereira-Cenci, T., Crielaard, W., Groot, 2009; Costa & Candido, 2007).

Para verificar o comportamento e o crescimento, sdo utilizados outros métodos
para o diagnostico fisiologico, como o teste do tubo germinativo e assimilacdo de hidratos

de carbono e de azoto.
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Figura 6 — Observacdo do crescimento em meio SDA (A) e a direita crescimento em meio cromogénico
(B) (Meio Candi Select — BioRad) com colonias rosa (C. albicans) e Verdes (C. tropicalis).

Métodos fenotipicos:

c) Teste da assimilacao de hidratos de carbono e azoto

O teste da assimilagdo de hidratos de carbono consiste na capacidade de uma
levedura crescer acrobicamente na presenca de varios elementos, com agucares tais como
a galactose, glicose, sacarose, maltose, lactose, xilose, trealose, como unica fonte de
energia. A assimilagdo de azoto, consiste na capacidade que uma levedura possui de
crescer aerobicamente na presenca de um composto nitrogenado fornecido como Unica
fonte de energia. Neste método pode ser observado a producdo de gés-carbonico e a
diminui¢dao de pH visualizado no meio pela presenga de gas e a mudanga de cor. Para
uma rapida aplicacao destes métodos foram criados sistemas como; o sistema API 20C,
ID 32C (Biomérieux®), Vitek Yeast Biochemical Card (YBC) e o Vitek 2 ID-YST. Estes
sistemas ou “kits” sdo galerias plasticas que contém microcépsulas de hidratos de carbono
desidratados, em que se inocula a suspensdo da levedura a condi¢des de temperatura e
tempo recomendadas pelo fabricante. As amostras positivas sao verificadas pela turvacao
da microctpula ou pela mudanca de cor. A inoculagdo dos pocos € realizada através da
adicdo da suspensdo de levedura e apos 18h a 24h a 35°C de incubagdo, sdo lidos os
resultados através de positivos e negativos pela turvagao ou da cor do pogo. (Byadarahally

Raju & Rajappa, 2011; Costa & Candido, 2007).
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d) Testes de producao de Tubo germinativo e Clamidosporos

O teste do tubo germinativo também conhecida como prova de blastese € utilizado
para diferenciar C. albicans e C. dubliniensis das outras espécies Candida pois estas
espécies conseguem desenvolver-se completamente em forma de hifa e portanto ndo tem
constricdo caracteristica das pseudo-hifas. Se houver tubos germinativos, pode-se
estabelecer identificacdo de C. albicans, pois nem todas as espécies produzem tubos
germinativos, por isso a cultura deve ser inoculada em meio rico, como soro animal ou
humano para facilitar a morfogénese. Este teste ¢ rapido, simples, econémico e padrao
para identificar C. albicans (95-97%), envolvendo a indu¢do de crescimento de hifas
(tubos germinativos) de leveduras cultivadas em soro de duas a quatro horas a 37°C
(Meurman, J. H., et al, 2007; Spolidorio, D. M. P., 2009; Yarid, D. S., et al, 2010). C.
albicans e C. dubliniensis, sao capazes de produzir clamidosporos, diferenciando-se
apenas por a C. albicans apresentar clamidosporos em pares, ou mais, que aderem
lateralmente as pseudo-hifas (Byadarahally Raju & Rajappa, 2011; Costa & Candido,
2007) .
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IT - OBJETIVOS

Num estudo in vitro, através de recolhas obtidas na Clinica Universitaria do
ISCSEM em 34 individuos reabilitados com proteses removiveis nao diabéticos e em 36

individuos reabilitados com proteses removiveis diabéticos pretendeu-se:

1) Avaliar a caraterizagdo da prevaléncia das diferentes estirpes Candida sp. isoladas
na cavidade oral de individuos ndo diabéticos portadores de préteses removiveis
(grupo controlo).;

2) Avaliar a caraterizacao da prevaléncia das diferentes estirpes Candida sp. isoladas
na cavidade oral de individuos diabéticos portadores de proteses removiveis
(grupo de trabalho).;

3) Avaliar a caraterizagdo da patogenicidade das diferentes estirpes Candida sp.
encontradas em cada um dos grupos anteriores (1 e 2);
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III - MATERIAIS E METODOS

1- Tipo de estudo

O referido estudo ¢ de carater exploratério e descritivo, com uma abordagem
metodologica envolvendo uma perspetiva quantitativa que, segundo Fortin (Fortin, 2000),
possibilita maior aproximagao com o quotidiano e as experiéncias vividas pelos proprios
individuos. Em termos temporais trata-se de um estudo transversal, isto €, realizado num

unico momento de observagao.

2 -Local do Estudo

\

Relativamente a recolha da informagdo da amostra, foi recolhida na Clinica
Universitaria do ISCSEM. O procedimento laboratorial foi todo efetuado no Laboratorio

de Microbiologia do ISCSEM.

3- Amostra estudada

Este estudo foi realizado em doentes desdentados totais e parciais reabilitados com
proteses removiveis e diabéticos e ndo diabéticos na Clinica Universitaria do ISCSEM.
Esta recolha foi elaborada de forma de conveniéncia e de acessibilidade e nao aleatoria.
A populacao usada como amostra, neste estudo, foi constituida por 70 individuos adultos,
de ambos os géneros, com idades compreendidas entre 24-90 anos de idade, em que 36
individuos portadores de prétese removiveis eram diabéticos (grupo de trabalho) e 34
individuos portadores de protese removivel eram ndo diabéticos (grupo de controlo).

Os critérios de inclusdo: todos os participantes tinham de ser portadores de protese
removivel e para o grupo de trabalho teriam que ser doentes diabéticos tipo 2.

Quanto aos critérios de exclusdo consideraram-se os doentes reabilitados com
prétese removivel que apresentavam os seguintes parametros clinicos:

1. Protese em funcdo por um periodo inferior a 6 meses ao

estudo
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2. Doentes submetidos a terapéutica antifingica e antibioterapia

por um periodo inferior a 6 meses ao estudo

4 — Procedimento utilizado na recolha de informacdo para a amostra

A recolha de amostras nos dois grupos: (i) Grupo de trabalho - individuos
diabéticos reabilitados com protese removivel (36) e (ii) Grupo controlo - individuos

reabilitados com protese removivel (34), foi feita da seguinte forma:

o Os individuos foram informados, de forma detalhada, verbalmente e por
escrito através do consentimento informado (Anexo 1), que, ap6s ter sido lido
pelo doente, foi assinado. Foi-lhes ainda pedido que respondessem
verbalmente a um questiondrio (Anexo 2).

o Apos a formagao do estudo, foi efetuada uma observagao clinica da cavidade
oral e foi registado na folha de questionario os dados a analisar.

o Por fim, foi feita a recolha das amostras a analisar recorrendo a uma zaragatoa
estéril com meio de transporte (Stuart), utilizada para cultura de
microrganismos. Esta recolha foi realizada segundo o protocolo de recolha de
amostras, em que por intermédio de uma zaragatoa estéril fez-se o esfregaco
por toda mucosa abrangida pela protese dentaria durante cerca de 1 minuto.
Assim a amostra foi colocada no meio de transporte (Stuart), devidamente
identificada e enviada para o laboratdrio de Microbiologia num prazo maximo

de 48horas.

Materiais utilizados na recolha da amostra

Para a realizagdo do exame clinico utilizaram-se os seguintes materiais:

o Material basico:
-Agua corrente
- Cadeira odontologica
- Copo
- Corrente para babete
- Kit basico de observagao (espelho, pinga e sonda exploratdria)

o Material de protecao:
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- Luvas
- Mascaras

o Material de recolha:
- Zaragatoas estéreis com meio de transporte (Stuart)

5 - Protocolo laboratorial

O processamento laboratorial das amostras foi dividido em 2 partes:

1? parte — Identificacio de espécies Candida sp.;
2% parte — Estudo da viruléncia (estudo das proteinases e fosfolipases).

5.1. - 1° Parte - 1dentificacio de espécies Candida sp.

No laboratério de microbiologia do Instituto Superior de Ciéncias da Satide Egas
Moniz, inocularam-se as amostras por estrias com a propria zaragatoa do meio Stuart nos
seguintes meios de cultura; meio SDA e o Meio “Candi Select” (Bio-Rad) (Figura 7 — A
e B). Estas inoculag¢des foram manipuladas dentro da Camara de fluxo laminar para evitar
contaminagdes externas. E, em seguida estas placas foram incubadas a uma temperatura
de 37°C durante 48 - 72 horas. Apds o tempo necessario de incubagio das placas, foi
realizada uma primeira abordagem sobre a identificagdo de algumas caracteristicas das
coldnias, como a morfologia, cor, consisténcia, mobilidade da colonia.

Executamos varias repicagens para o meio de SDA, de forma a obter culturas
puras, podendo assim executar os testes de identificagdo presuntiva.

Como o meio “Candi Select”, permitia identificar a espécie de praticamente todos
os isolados através da diferenca de cores, apenas foi necessario realizar testes fisioldgicos
a algumas amostras que revelavam ambiguidade entre espécies. Para estas amostras foi
realizado o teste das galerias APi 20 Candida (Biomérieux®) (Figura 7 — C), segundo as
normas do fabricante de modo a obter de forma rapida e eficaz a identificagdo exata da
espécie. O teste do tubo germinativo também foi elaborado para diferenciar a espécie C.

albicans das outras espécies.
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1) Esfregaco com zaragatoa estéril

2) Inoculagao por estrias em

Incubar
48H - 72H

a37°C

B) Meio Diferencial —
CHROMagar (CANDI
Select — Bio Rad) apo6s 48H

A) Meio de crescimento —
Sabouraud ap6s 48H

Identificagdao de Candida
Spp-;
D) Teste do Tubo
Germinativo —2-3h a 37° C -

Identificacdo C. albicans/C.
dubliniesis

C) Identificacao bioquimica da
Candida sp. (API Candida —
Biomérieux®)

Figura 7 — Protocolo para isolamento e identificacdo do género Candida a partir de amostras da
cavidade oral ( Adaptado de (Costa & Candido, 2007)
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5.2 - 2¢ Parte - Estudo da Viruléncia

A segunda parte do procedimento laboratorial foi realizada ap6s a identificacdo
exata da espécie Candida sp., para compreender a expressdo de viruléncias nestas
espécies. Através da producdo das enzimas hidroliticas, como as proteinases e

fosfolipases conseguimos verificar o fator de viruléncia de cada espécie.

Primeiramente as leveduras necessitam de atingir o crescimento exponencial, para
isso foram inoculadas em meio YPD (Quadro 6), que ¢ um meio liquido de
enriquecimento. Apos o crescimento, o meio foi centrifugado de forma a separar o
sedimento (constituido por leveduras) do sobrenadante. Posteriormente foi feita uma
inoculagdo em meio YCA BSA (Quadro 7) para verificacdo da producao de proteinases
e uma inoculacdo em meio FOSFOLIPASES (Quadro 8) para verifica¢do da produgdo de

fosfolipases.

Quadro 6 — Composi¢cdo do meio YPD para inoculagio de leveduras em crescimento
exponencial

Meio YPD, preparado em 100 ml com os seguintes elementos:
2% glucose (dextrose)
1% extrato de levedura

2% peptona
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Quadro 7 — Modo de preparacio do meio de cultura YCB_BSA para verificar a producio de
proteinases adaptado de (Costa & Candido, 2007; Deepa et al., 2015; Ghannoum, 2000; Ishida et al.,
2013; Pereira Neto et al., 2014; Tsui et al., 2016; Udayalaxmi, 2016)

Meio de cultura para a producio de proteinases;

Meio YCB_BSA (1000ml);
1) Preparagdo da solugdo stock de agar a 2%
18g de 4gar em 900ml de H20 destilada e em seguida submeter a autoclavagem
2) Preparagdo da solugdo que contém os seguintes elementos:
11,7g Yeast Carbon Base (YCB)
2,0g Albumina bovina (BSA)

1,0g Extrato de levedura em 100ml de agua destilada. Acertar o pH para 5,0 e esterilizar por
filtracdo.

3) Adicionar a solugdo preparada em 2) a solugdo 1) a 50°C
4) Distribuir em placas

Como revelador de resultados, utilizamos;

Soluciao Amido black

0,5% amido black
49,5% acido Acético glacial
50% égua destilada

Protocolo Experimental:

1. Inocular duas colonias de levedura em SmL de caldo YPD 12h a 37°C sob agitacao
2. Centrifugar a 1500 rpm/20 minutos
3. Lavar o sedimento com tampao PBS durante 30 minutos
4. Centrifugar, descartar o sobrenadante e resuspender em agua destilada estéril
5. Aferir a concentracgio do caldo para McFarland=2,0
6. Aplicar os discos no mdec YCB_BSA
7. Aplicar 10ul de inéculo em cada disco de papel;
8. Incubar 7 dias/28°C
Notas
» Niéo foram colocados mais de 4 discos por placa
>

Procedemos ao mesmo protocolo experimental para a realizagdo do controlo negativo (NaCl)
e controlo positivo (estirpes ATCC)

9. Leitura dos resultados;
Observar diariamente as zonas de lise a volta do disco;

10. Corar o meio com a solucio de amidoblack;
11. Medicio dos didmetros das zonas nio coradas (atividade proteasica)
12. Calculo do Pz ( Pz = Diametro do disco/didmetro da zona nio corada
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Quadro 8 — Metédo de preparacdo do meio de cultura para verificar a producdio de fosfolipases
adaptado de (Costa & Candido, 2007; Deepa et al., 2015; Ghannoum, 2000; Ishida et al., 2013; Pereira
Neto et al., 2014; Tsui et al., 2016; Udayalaxmi, 2016)

Meio Fosfolipases

1) Preparacio da base (200 ml):
- 13g Sabouraud + Dextrose agar
- 11,7g cloreto de sodio (NaCl)
- 0.111g cloreto de calcio (CaCl2)
em 184mLde agua destilada
2) Autoclavar e deixar arrefecer até aos 50°C
3) Juntar 20 mL de emulsao de ovo ao meio base
4) Distribuir em placas

Protocolo Experimental:

Inocular duas colénias de levedura em Sml de caldo YPD, 12h/37°C/sob agitacio;
Centrifugar 1500rpm/20min

Lavar o sedimento com tampio PBS durante 30min

Centrifugar, descartar o sobrenadante e resuspender em agua destilada estéril
Aferir a concentracio do caldo para McFarland=2,0

Aplicar 10pl de indculo em quatro locais diferentes da placa do meio fosfolipases;
Incubar 4 dias/37°C

NANE W=

Notas:
» Nao foram colocados mais de 4 pontos de inoculag¢do por placa

» Procedemos a0 mesmo protocolo experimental para a realizagéo do controlo negativo (NaCl)
e controlo positivo (estirpes ATCC)

8. Leitura dos resultados;
Observar diariamente as zonas de precipitacdo a volta do disco;

9. Medicao dos didmetros dos halos de precipitacao (atividade fosfatasica)
10. Calculo do Pz (Pz = Diametro da colonia/didmetro da colonia + zona de
precipitacio)
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A atividade das proteinases ¢ avaliada, in vifro, em meio de cultura contendo
albumina sérica bovina como Unica fonte de azoto, observando-se uma zona transparente
a volta das colonias, resultante da degradagdo da albumina pelas proteinases secretadas
pelo isolado. Quanto a atividade das fosfolipases, a gema de ovo contida no meio contém
grandes quantidades de fosfolipidos e quando os isolados produtores de fosfolipases sao
semeados neste meio produzem uma zona de precipitagdo branca, bem definida a volta
da coldnia. Esta zona branca ¢ devida a formag¢ao de um complexo de calcio com os acidos
gordos libertados apos a acao das fosfolipases sobre os fosfolipidos presentes na gema de
ovo. Todos estes protocolos utilizados foram adaptados de diferentes estudos, devido ao
seu grau de sucesso (Costa & Candido, 2007; Deepa, Jeevitha, & Michael, 2015;
Ghannoum, 2000; Ishida et al., 2013; Pereira Neto et al., 2014; Tsui et al., 2016;
Udayalaxmi, 2016).

6 - Operacionalizacido das variaveis

Para analisar os resultados, foram escolhidas como varidveis:

o Género

o Idade

o Grupo de trabalho — diabéticos

o  Grupo controlo - ndo diabéticos

o Tipo de protese removivel utilizada
o Tipo de Candida sp.

o Teste das proteinases

o Teste das fosfolipases

o Espécies comensais e patogénicas

7 - Analise de dados

O tratamento estatistico foi efetuado através da aplicagdo do IBM-SPSS versao
24.0 para Mac, visto que, este ¢ um dos programas informaticos que permite dar suporte
a analise e interpretagao dos dados recolhidos pelo instrumento aplicado. Deste modo,

procedeu-se, fundamentalmente, a analise da distribuicdo de frequéncias dos dados
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obtidos e dos respetivos valores percentuais através da realizagdo do teste do qui-
quadrado para comparagdo das variaveis de estudo. No entanto, ¢ de referir que, nesta
fase, o tratamento estatistico ndo ¢ ambicioso, mas foi considerado suficiente para

concretizacdo dos objetivos pretendidos.

47



Estudo da flora fiingica em individuos diabéticos portadores de protese

48



Resultados e Discussdo

IV —- RESULTADOS/DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente estudo de investigacao através dos questionarios foram
tratados no programa IBM SPSS versdo 24.0, o que permitiu organizar, apresentar,
analisar e, mesmo, interpretar dados.

O presente estudo teve como principal objetivo observar a prevaléncia do grau de
colonizacdo e da distribuigdo de espécies Candida sp. num grupo de participantes
diabéticos e ndo diabéticos, ambos portadores de proteses removiveis e verificar se estas
espécies Candida sp. exprimem fatores de viruléncia favordveis a infecdo. Embora
existam varios estudos na literatura sobre a colonizacdo deste género de levedura em
individuos portadores de protese removivel (Pereira-Cenci et al., 2008; Sanita et al., 2012;
Tsang et al., 2007) e outros sobre a colonizagdo da mesma levedura em individuos
diabéticos (Dorocka-Bobkowska et al., 2010; Fatahinia et al., 2015; Martinez et al.,
2013), ndo foram encontrados quaisquer estudos sobre a coloniza¢do de Candida sp. em
individuos diabéticos, portadores de proteses removiveis e que avaliassem a expressao da
viruléncia destas espécies. No presente estudo, foram observados dois grupos; um grupo
de participantes diabético tipo 2 (grupo de trabalho) e um grupo de participantes ndo
diabético (grupo controlo) perfazendo um total de 70 participantes (N=70). A distribui¢do
dos doentes por género esta representada na (Tabela 2.), ndo existindo diferenca
estatisticamente significativa (P=0.134) entre géneros no grupo de participantes diabético
como no grupo de participantes ndo diabético. Em termos de frequéncia podemos
observar que a maioria dos participantes ndo diabéticos ¢ do género feminino N = 23
(56,1%). Relativamente ao grupo dos diabéticos, ndo existe diferenca no género
encontrado, pois encontramos N=18 (50%) tanto género feminino como no género

masculino.

-Frequéncia absoluta (F) e valor percentual (%) referentes ao género.

Grupo Frequéncia  Percentagem (%)
Feminino 23 67,6
Nao diabético Masculino 11 32,4
Total 34 100,0
Feminino 18 50,0
Diabético Masculino 18 50,0
Total 36 100,0
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A média da idade no grupo de participantes nao diabético foi de 61 anos de idade

com um DP= 15,47 e um intervalo de confianca para a média a 95% a variar entre os
limites 55,92 e 66,72. O valor minimo registado foi de 24 anos de idade e o valor maximo

foi de 90 anos de idade, com um valor de mediana nos 62 anos de idade. A média da idade

no grupo de doentes diabéticos foi de 69 anos de idade com um DP= 9,28 ¢ um intervalo
de confianga para a média a 95% a variar entre os limites 66,27 ¢ 72,56. O valor minimo
registado foi de 46 anos de idade e o valor méximo foi de 87 anos de idade, com um valor
de mediana nos 68 anos de idade. A distribui¢do relativa & média das idades nos grupos
de estudo ¢ observada no grafico da Figura 8. Uma distribui¢do semelhante relativamente
a média de idades foi observada no estudo de Sanita (Sanita et al., 2011), em que se
verifica uma média de idades no grupo de diabéticos de 62,6 anos de idade e no grupo de

participantes ndo diabéticos uma média de idades entre os 62,2 anos de idade.

LT
T

40

Idade

T T
Diabético Nie diabético

Grupo de diabético e ndo diabético

- Grdfico relativo a variavel idade nos grupos ndo diabético e diabético.

O fator idade esta relacionado com a doenca DM, pois ¢ verificado que na faixa
etaria 65 anos de idade ou mais, cerca de (32,86 %) dos participantes tem a doenca DM
e (22,86 %) nado sdo portadores desta doenca. Esta distribuicdo pode ser observada no
grafico de barras da Figura 9, como também ¢ observada que numa faixa etéria inferior a
65 anos de idade ¢ verificada uma percentagem de (25,71%) de participantes nao
diabéticos e cerca de (18,57%) dos participantes t€m DM. Com o aumento da idade, o
sistema imune dos individuos comega a ficar mais debilitado, em que os individuos
ficardo mais suscetiveis a infe¢des, alteragdes imunologicas e doengas sistémicas como a

DM que alteram a microflora oral. Segundo as alteracdes da microflora oral existentes
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em participantes com esta faixa etaria, ¢ sugerido que exista uma maior colonizacdo e
prevaléncia do género Candida sp. na cavidade oral, em que individuos diabéticos com
mais de 60 anos de idade apresentam uma prevaléncia estatisticamente significativa para

a candidiase (Belazi et al., 2005).

Grafico de barras

| Grupo de

25 diabético e
nao

diabético

M Diabético

IE Nac diabético

Contagem
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Faixa etaria

Figura 9 - Grdfico de barra relativo a faixa etaria <65 anos de idade nos grupos ndo diabético e diabético.

O gréfico de barras relativo a faixa etdria e ao tipo de desdentados encontrados na
populacdo estudada, observado na Figura 10, demonstra que nos participantes com 65
anos de idade ou mais, foi verificada uma prevaléncia de desdentados totais (N=19)
27,14%. Na mesma faixa etaria, ¢ verificada uma distribui¢do homogénea relativa aos
desdentados encontrados. Na populacao estudada ¢ verificado que nos participantes com
menos de 65 anos de idade existe uma homogeneidade relativa ao tipo de desdentado. E
possivel afirmar que existe uma relagdo entre a idade e a perda dentéria total, o que

prossupdem que sejam necessarias reabilitagdes orais perante o aumento da idade.
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Grafico de barras
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Figura 10 - Grdfico de barra relativo a faixa etdria <65 anos de idade segundo a Classificacio de
desdentados de Kennedy.

Relativamente ao grafico de barras associado a classificagdo de desdentados de
Kennedy nos grupos de estudo ¢ verificado que (Figura 11), existe uma relacao entre a
doenca DM e a perda precoce de pegas dentdrias, pois € de verificar maior prevaléncia de
desdentados totais tanto grupo diabético como no nao diabético de desdentados totais em
cerca de (21,43%) e (18,57%) respetivamente. No entanto, foi observada uma maior
percentagem no grupo ndo diabéticos (12,86%) de desdentados Bilaterais — Classe I em
relacdo ao grupo de diabético (10,0%). Nos desdentados Unilaterais — Classe II foi
observado o contrdrio, uma maior percentagem no grupo diabético (14,29%) face ao
grupo controlo (8,57%). Relativamente aos desdentados intercalados — Classe III, voltou-
se a verificar que no grupo de trabalho apresenta uma maior percentagem (8,57%) do que
o grupo de controlo (4,29%). Apenas o grupo de trabalho apresenta, a classificagdo de
desdentados anteriores — Classe IV (1,43%) (Figura 11).

No estudo de Dorocka-Bobkowska, (Dorocka-Bobkowska et al., 2010), relata
também que a doenga DM estd relacionada com a perda dentaria, ou seja, que os
individuos diabéticos tem mais suscetibilidade a necessidade de protese dentdria. A
presenga de protese dentaria na cavidade oral, altera o pH, o fluxo salivar e impede a
limpeza mecanica da lingua na cavidade oral. Sendo, um ambiente ideal para a
colonizagdo por Candida sp.. (Sanitd et al., 2011). A colonizagdo e multiplicagdo de
espécies Candida, ¢ maior em individuos portadores de protese devido ao fato de se tratar

de dispositivos que podem ser constituidos com materiais muito porosos e diferentes, com
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caracteristicas especificas e de dificil higienizagdo. O tipo de prétese, adaptacido e
durabilidade da mesma na cavidade oral, sdo fatores que levam de forma répida a adesao
e coloniza¢do por Candida sp.. Quanto maior for a reabilitacdo oral do participante
(protese total), maior sera a adesdo e consequentemente a colonizagdo por Candida sp..
(Pereira-Cenci et al., 2008; Radford et al., 1999). Nos individuos portadores de préteses
totais diabéticos foi observada, uma das formas de infe¢ao de Candidiase, a Estomatite

protetica em (58%) dos individuos (Dorocka-Bobkowska et al., 2010).

Grafico de barras

Grupo de
diabético e
nie
diabética

Il Diabético
I Nae diabético

Contagem

Desdentado Desdentade Desdentado Desdentado Desdentado
Total Bilateral - Unilateral = Intercalado - Anterior -
Classe | Classe Il Classe Il Classe IV

Classificacdo de Kennedy

Figura 11 - Grdfico de barras relativamente a classificacio de desdentados de Kennedy no grupo ndo
diabético e diabético.

Foram identificadas duas espécies de Candida sp. na cavidade oral nos dois
grupos, diabéticos e ndo diabéticos, portadores de proteses removiveis. C. albicans foi a
espécie detetada em maior prevaléncia tanto no grupo diabético (30,0%) como no grupo
ndo diabético (34,29%). C. tropicalis foi detetada em menor percentagem no grupo de
trabalho (5,71%) e no grupo de controlo (7,14%) (Figura 12). No entanto, em (22,85%)
das amostras, ndo foi possivel a detecao de Candida sp., este fendémeno pode ser explicado
por uma higiene oral mais adequada ou pelo controlo da DM. Na comparacdo das
variaveis analisadas neste grafico, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (P=0.286) entre o grupo diabético e ndo diabético relativamente a presenca
de Candida sp.. Ou seja, a doenga DM nao teve influéncia na formacao do biofilme de
Candida sp. Contrariamente, no estudo de Sanitd (Sanita et al., 2011), em 210 isolados
de participantes diabéticos foi detetada cerca de (81,9%) isolados obtidos através de
préteses dentarias da espécie C. albicans e (15,24%) da espécie C. tropicalis, havendo

diferencas diferencas significativas entre os grupos de estudo.
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No estudo de Prakash, (Prakash et al., 2015), os resultados também sugerem que
existe influéncia no uso de protese dentéria face a colonizagao por Candida sp., pois 0s
portadores de protese dentdria apresentam mais coloniza¢do de C. albicans (58%),

seguida C. tropicalis (28%) e de C.dubliensis (12%) e C.glabrata (2%).
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Figura 12 - Grdfico de barras para o valor percentual para a presenca de Candida sp. em participantes
diabéticos e ndo diabéticos.

A avaliagdo da expressdo de enzimas hidroliticas, como as proteinases e as
fosfolipases, trata-se da expressdo de um dos fatores de viruléncia caracteristica deste
género Candida. Esta avaliacdo ¢ bastante utilizada para a identificacdo da expressao de
viruléncia, ou seja, se sdo espécies comensais ou patogénicas na cavidade oral do
hospedeiro (Akgaglar et al., 2011). No presente estudo, relativamente a expressao de
proteinases no grupo de diabético e ndo diabético (Figura 13), é possivel observar em
maior percentagem de isolados no grupo diabético que expressaram proteinases (32,86%)
enquanto que no grupo controlo verificou-se em (30,0%). A média do Pz, detetava um
positivo forte em ambos os casos (0,3-0,6). As respostas negativas verificaram-se nos
dois grupos, de igual modo (18,57%) (Tabela 3). No entanto, ndo se verifica diferengas
estatisticamente significativas (P=0.854) na producdo de proteinases entre o grupo
diabético e nao diabético (Tabela 3.).

No estudo de Tsang (Tsang et al., 2007), foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas nos grupos estudados, pois foi verificada expressdo de
proteinases no grupo diabético como no grupo controlo. No entanto, observou-se maior

expressao de proteinases no grupo diabético. Esta taxa de expressao das proteinases pode
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ser explicada, pelas alteragdes orais presentes nos diabéticos assim, como 0s seus

constituintes salivares (Fatahinia et al., 2015).
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Figura 13 - Grdfico de barras para o valor percentual relativo a expressdo de proteinases no grupo
diabético e ndo diabético.

Tabela 3 - Frequéncia absoluta e valor percentual dentro da expressdo de proteinases (%), em
participantes diabéticos e ndo diabéticos.

Teste das proteinases Total
Negativo Positivo
_ ... .. Frequéncia observada 13a 21a 34
Nao diabético .
G % dentro do Teste para as proteinases 18,6% 30,0% 62,9%
Tupo
P . . Frequéncia observada 13a 23a 36
Diabético )
% dentro do Teste para as proteinases 18,6% 32,9% 37,1%
Total Frequéncia observada 26 44 70
ota
% dentro do Teste para as proteinases 100,0% 100,0% 100,0%

a) cada propor¢ao entre o Teste para as proteinases e as suas categorias (positivo e negativo) e observou-se que a
as proporgdes ndo diferem significativamente entre si para um nivel de significancia de 0,05. (P=.854).

Relativamente a expressao de fosfolipases no grupo de diabético e nao diabético
(Figura 14), ¢ possivel afirmar que esta expressdo revelou-se positiva em maior
percentagem no grupo diabético (31,43%) enquanto que no grupo nao diabético verifica-
se (30,0%). A média do Pz, detetava um positivo forte (0,4-0,8) em ambos os grupos. As
respostas negativas ao teste verificam-se no grupo diabético (20,0%) e no grupo ndo
diabético (18,57%) (Tabela 4). No entanto, ndo se verifica uma diferenca estatisticamente
significativa (P=0.955) entre o grupo diabético e ndo diabético relativa a expressao das

fosfolipases.
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Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Tsang, (Tsang et al.,
2007), em que houve expressao de fosfolipases tanto no grupo de diabéticos como no
grupo controlo, ndo havendo uma diferenca estatisticamente significativa entre estes
grupos. O que se pensaria que seria diferente, pois a concentragdo de glicose salivar
aumentada combinada com uma diminuicao de fluxo salivar, aumenta o crescimento de
leveduras e a sua adesao as células epiteliais dos diabéticos (Fatahinia et al., 2015; Nikbin
etal., 2014).

No estudo de Mohan Das (Mohan Das, V., Ballal, M., 2008), a producio de
proteinases foi positiva em (74,56%) isolados e a producdo de fosfolipases foi positiva
em (44,73%) dos isolados.

Tanto no presente estudo como no estudo de Andreola (Andreola, Demathea,
Galafassia, & Estelamari Barbieri Elsemanna, Rogério Brasiliense Elsemanna, 2016),
produgdo de proteinases revelou-se significativamente maior comparada com a producao
de fosfolipases. Em que, 35 isolados de Candida sp. foram positivos para a producao de
fosfolipases (29%) e 34 dos isolados foram positivos para a producao de proteinases. Os
mesmos resultados sdo encontrados no estudo de Deepa (Deepa et al., 2015), em que a
atividade das fosfolipases foi cerca de (52,6%) nos isolados e a producdo de proteinases

foi cerca de (86,8%) nos isolados de Candida sp..
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Figura 14 - Grdfico de barras para o valor percentual relativo a expressio de fosfolipases no grupo
diabético e ndo diabético.
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da expressdo de fosfolipases (%), em

Teste para as Total
fosfolipases
Negativo Positivo
) ) Frequéncia observada 13a 21a 34
Nao diabético .
G % dentro do Teste para as fosfolipases 18,6% 30,0% 48,6%
TUpO
P . ) Frequéncia observada 14, 22a 36
Diabético .
% dentro do Teste para as fosfolipases 20,0% 31,4% 51,4%
Total Frequéncia observada 27 43 33
ota
% dentro do Teste para as fosfolipases 100,0% 100,0% 100,0%

a) cada proporgdo entre o Teste para as fosfolipases ¢ as suas categorias (positivo e negativo) e observou-se que a

as proporgdes ndo diferem significativamente entre si para um nivel de significancia de 0,05. (P=.955)

Figura 15 e 16— Observacdo da atividade das proteinases no meio YCB_BSA corado com a solucio

de revelacdo de amido black

A atividade das proteinases ¢ avaliada, in vitro, em meio de cultura contendo

albumina sérica bovina como Unica fonte de azoto, observando-se uma zona transparente

a volta das colonias, resultante da degradagdo da albumina pelas proteinases secretadas

pelo isolado. Este resultado pode ser observado na Figura 15 e 16.

A gema de ovo contém grandes quantidades de fosfolipidos e quando os isolados

produtores de fosfolipases sdo semeados neste meio produzem uma zona de precipitagao

branca, bem definida a volta da colonia. Esta zona branca ¢ devida a formacdo de um

complexo de célcio com os acidos gordos libertados apds a a¢ao das fosfolipases sobre

os fosfolipidos presentes na gema de ovo (Figura 17 e 18).
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Figura 17 e 18 — Observagdo do halo da atividade das fosfolipases, sendo a direita um isolado ATCC
C. albicans

Relativamente ao grafico de barras (Figura 19) que representa, o resultado da
expressdo das proteinases nas espécies Candida é de observar que a sua producdo foi
positiva nas duas espécies isoladas; C. albicans e C. tropicalis. No entanto, verifica-se
maior percentagem de expressao positiva na espécie C. albicans (70,37%), enquanto que
C. tropicalis apresenta uma baixa expressao (11,11%). A producdo de proteinases ¢
negativa em alguns isolados de ambas as espécies. Relativamente ao resultado da
producao das fosfolipases ¢ de observar que o teste revela-se positivo nas duas espécies;
C. albicans e C. tropicalis (Figura 20). No entanto, verifica-se maior expressao positiva
na espécie C. albicans (66,67%), enquanto que C. tropicalis apresenta uma baixa
expressao (12,96%). A produgao de fosfolipases € negativa em alguns isolados de ambas

as espécies.
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Figura 19 - Grdfico de barras para o valor percentual para a expressdo das proteinases no género
Candida sp..
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Figura 20 - Grdfico de barras para o valor percentual para a expressdio de fosfolipases no género
Candida sp..

No estudo de Mohan Das (Mohan Das, V., Ballal, M., 2008), assemelha-se aos
resultados do presente estudo, na medida, em que na producao de proteinases foi positivo
em cerca de (84,8%) dos isolados da espécie C. albicans e (6,1%) para isolados da espécie
C. tropicalis. Na producao de fosfolipases foi positiva em cerca de (66,7%) isolados da
espécie C. albicans.

No estudo de Andreola (Andreola et al., 2016), C. albicans apresentou expressao
na atividade das fosfolipases em (33%) dos isolados, no entanto, para as espécies C. ndo-
albicans apenas (3%) dos isolados revelaram-se positivos. O que leva a concluir que os
isolados de C. albicans produzem mais atividade enzimatica extracelular do que as
espécies C. ndo-albicans. C. albicans para além de ser a mais prevalente nos isolados mas

também ¢ a que expressa mais viruléncia.

Candida sp. tem varias particularidades, uma delas, revela-se pelo fato das
espécies poderem ser colonizadoras ou serem patogénicas no hospedeiro, produzindo
fatores de viruléncia e causando infecao. O aumento da colonizagao e adesao de Candida
sp. ao hospedeiro advém de fatores de predisposi¢do deste como a doenga DM e a
utilizagdo de prétese dentaria. Sendo a maioria das espécies isoladas nos individuos com
estes fatores de pré-disposi¢do, sejam patogénicas (Williams & Lewis, 2011).

Assim, observou-se no presente estudo, as espécies isoladas neste estudo sdo na
sua maioria patogénicas, ou seja, a maioria dos individuos diabéticos e ndo diabéticos

podera estar infetada com Candidiase.
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C. albicans ¢ a espécie mais prevalente neste estudo e em muitos outros, € também
conhecida por ser a espécie causadora de infegdes Candidiase. Neste estudo, podemos
observar que esta espécie ¢ considerada patogénica em cerca de (72,22%) e comensal em
(11,11%) na cavidade oral da populacdo estudada. C. tropicalis também se manifestou
patogénica em (14,81%) dos isolados e comensal (1,85%) também na cavidade oral da

populagdo estudada (Figura 21).
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Figura 21 - Grdfico de barras para o valor percentual relativo a patogenicidade de Candida sp..

A maioria dos isolados revelou ser patogénica, assim relativamente ao grupo
diabético e ndo diabético, é importante observar se existe diferenca dos isolados. E
observado que o grupo diabético contém mais isolados patogénicos (34,39%) que
comensais (17,14%) (Figura 22). Ou seja, existem muitos individuos diabéticos
portadores de proteses removiveis que poderdo desenvolver a infecdo, Candidiase.
Relativamente ao grupo ndo diabético € observado que também existem mais isolados
patogénicos (32,86%) do que comensais (15,71%). No entanto, ndo existem diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo diabético e ndo diabético relativamente ao

fato das espécies serem patogénicas ou comensais (P=0.930).
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Figura 22 - Grdfico de barras para o valor percentual para o grupo diabético e nao diabético em relagio
a patogenicidade.
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Conclusdo

V- CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem, que existe uma relagdo entre a idade
avancada (65 anos de idade ou mais) e a presenga da doenga DM, do mesmo modo, ¢
também sugerido haver uma relagdo entre a doenca DM e a perda dentaria. Ou seja, em
individuos desdentados totais com 65 anos ou mais de idade, existe uma prevaléncia de
diabéticos tipo 2. Neste estudo, como fatores de predisposicao foram estudados, o uso
recorrente de protese, a doenga DM e a idade devido a serem considerados fatores de
predisposi¢cdo para a colonizagdo por Candida sp.. A coloniza¢do por Candida sp. foi
verificada neste estudo, do qual, C. albicans foi a espécie mais predominante tanto no
grupo diabético e ndo diabético, devido as suas carateristicas morfologicas, a sua
capacidade de adesdo e de crescimento e de produgcdo de enzimas hidroliticas.
Relativamente a capacidade de expressdo das enzimas hidroliticas, como as proteinases e
fosfolipases, os resultados obtidos permitiram constatar que Candida sp. € capaz de
expressao estes fatores de viruléncia. Tendo-se verificado que a espécie C .albicans foi a
que tinha maior capacidade de expressar essas enzimas. Os individuos diabéticos e
utilizadores de proteses removiveis sdo mais suscetiveis a infecdo (Candidiase) por
Candida sp., mais especificamente, C. albicans a espécie que expressa mais enzimas
extracelulares perante a imunossupressdo de um individuo. Porém, mesmo para as
estirpes de C. albicans capazes de expressar alguns dos seus fatores de viruléncia ndo nos
foi possivel concluir sobre a patogenicidade das mesmas, visto ndo se observar correlagdo
clinica. Podemos apenas perspetivar uma forte possibilidade de esta se manifestar no

futuro.

Nao foi possivel verificar diferengas estatisticamente significativas (P=>0.05)
entre os dois grupos de estudo relativamente a colonizagdo de Candida sp. e a produgao
de proteinases e fosfolipases. Em que o fator de predisposi¢do, doenga DM, presente no

grupo trabalho podera nao ter influéncia na colonizacao por Candida.

De acordo com estes resultados, considera-se que seja importante a realizagao de
mais estudos, que verifiquem e analisem todos os fatores de viruléncia existentes no

género Candida sp.. De forma a perceber e a controlar estas espécies que poderdo ser
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patogénicas ou comensais em individuos imuno debilitados ou em individuos saudaveis.
Sao recomendados também mais estudos que expliquem a interacao entre biofilmes nas
superficies do hospedeiro e em biomateriais e a preven¢do dessa adesdo. Desenvolvendo
técnicas ou materiais inovadores, por exemplo, diferentes materiais de confecdo de

préteses dentarias em que os microrganismos nao consigam aderir.
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Anexos

Anexo 1

Consentimento linfaermado

Codigo | IMP:EM.PE.17_02

Monte de Caparica, 13 de Janeiro de 2016

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria na Unidade Curricular de Projeto
Final do(a) Instituto de Ciéncias da Saude Egas Moniz, sob a orientagdo da Professor(a)
Doutor(a) Guilhermina Moutinho, solicita-se autorizagdo para a participagcdo no “Estudo da
flora fungica oral em individuos diabéticos portadores de protese” da populagéo constituida
por pacientes da Clinica Dentaria Egas Moniz com o objetivo de investigar em individuos
diabéticos, desdentados e reabilitados com préteses removiveis, assim como em individuos
saudaveis, a presenga e prevaléncia de Candida spp e estudar genotipicamente os fatores

de viruléncia associados as espécies de Candida isoladas.

A participacdo neste estudo é voluntaria. A sua ndo participagdo nao lhe trard qualquer
prejuizo.

Este estudo pode trazer beneficios tais como saber a presenga e prevaléncia de Candida
spp. na cavidade oral dos individuos diabéticos portadores de prétese e saber se estas
espécies isoladas s&o apenas colonizadoras na cavidade oral ou patogénicas ao progresso
do conhecimento.

A informacgao recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou publicagédo e
sera tratada pelo(s) orientador(es) e/ou pelos seus mandatados. A sua recolha é anénima e
confidencial.

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

condi¢gdes do mesmo e que néo tenho duvidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mae ou tutor legal)
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Anexo 2

= INSTITUTO
SUPERIOR
g DE CIENCIAS
DA SAUDE
EGAS MONIZ

Questionario:

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

Especial atengdo, Este questiondrio, devera ser questionado verbalmente
ao paciente e assinalado pelo aluno que o realizar!

DATA: / /

IDADE:

SEXO: Masculino |:| Feminino [__|

1 - PORTADOR DE PROTESE,

SIM [ ] NAO[ ]

SE SIM, DURAGAOQ:

1.1- TIPO DE PROTESE:
REMOVIVEL [ TOTAL []

1.2- SE REMOVIVEL,

CLASSIFICAGAO DE KENNEDY:

Bibliografia
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2 - DIABETICO,

sm[] NAO []
2.1 - QUAL O TIPO?

2.2 - ULTIMO VALOR DE GLICEMIA:

3 - TOMA DE ALGUM DESTES MEDICAMENTOS NOS ULTIMOS 6
MESES?

SE SIM, ASSINALAR QUAL:
3.1 - ANTIFUGICOS [ ) 3.2 - ANTIBIOTICOS [

QUAL? QUAL?

REALIZADO POR:




Anexo 3
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Comissio de Etica

Proc. Interno n° 466

Ex.ma Senhora

Catarina Viegas

Monte de Caparica, 17 de fevereiro de 2016.

Ex.ma Senhora,

Venho comunicar-lhe que o Pedido de Parecer que submeteu a apreciagdo da Comisséo de

Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “Estudo da flora fingica oral em individuos

diabéticos portadores de prétese”, foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comissao de Etica da Egas Moniz

Prof2, Doutora Mari rnanda de Mesquita

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



