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A grandeza de qualquer sonho...
repousa na arte de saber usar seus conhecimentos como instrumento...
gue possam servir ao proximo.



A crianca com Sindrome de Down

Todas as imagens humanas
refletem

uma superabundancia de amor

e conhecimento,

portanto...

sdo fragmentos com luz propria
que tocam para sempre

a vida...

de quem as conhecem...

e sua propria jornada de existéncia,
porque refletem...

suavidade, carinho, pureza e amor,
sdo portanto...

imagens criadas e abengoadas pelo Criador.
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RESUMO

Um total de 160 amostras de secre¢do salivar foi coletado da mucosa jugal de
individuos avaliados neste estudo de caso-controle e atendidos na Unidade Odontologica Infantil
da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias na cidade de Goidnia - GO,
Brasil. Sessenta (60/160) (37,5%) amostras de Candida foram isoladas e identificadas como
pertencentes apenas a espécie albicans. Destas, trinta e sete (37/40) (92,5%) leveduras foram
provenientes da mucosa bucal de criangas com Sindrome de Down (grupo teste), catorze (14/80)
(17,5%) de criangas sem sindrome (grupo controle) e nove (9/40) (22,5%) de pais e/ou
responsaveis. As amostras de C. albicans bucais foram detectadas em criangas com uma faixa
etaria de zero a 11 anos e a maioria pertencia ao género masculino. A mae apresentou-se como
responsavel pela curadoria dos filhos com uma média de idade de 39,4 anos. Todas as criancas e
pais e/ou responsaveis, incluidos neste estudo, apresentavam mucosa bucal intacta e ndo faziam
uso de nenhuma droga terapéutica. Analises das caracteristicas fenotipicas das amostras de C.
albicans bucais permitiram identificar nove morfotipos diferentes (3240, 3340, 5320, 5330, 5340,
5530, 5540, 7530 e 7540) no grupo teste e quatro morfotipos (2330, 5240, 5320 e 5330) e (5230,
5240, 5520 e 5530) nos grupos controle e pais e/ou responsaveis, respectivamente. Colonias
fungicas franjadas foram mais expressivas entre amostras de C. albicans oriundas da boca de
criangas com irregularidade cromossomica. A formacdo de tubos germinativos, em soro fetal
bovino, ocorreu em menor espaco de tempo entre os isolados de C. albicans bucais de criangas
sindromicas. Todas as amostras de C. albicans, isoladas da boca das criangas e pais e/ou
responsaveis, mostraram-se produtoras de aspartil proteinases ¢ 95,0% (57/60) de fosfolipases,
cabendo ao grupo teste os isolados de C. albicans mais produtivos. Maior diversidade de killer-
tipos (111, 112, 121, 186 ¢ 888) foram presenciados entre os cultivos de C. albicans bucais de
criangas com Sindrome de Down. Todos os isolados de C. albicans, originados da boca de
criangas com e sem Sindrome de Down e pais e/ou responsaveis, foram suscetiveis as drogas
antifingicas empregadas (anfotericina B, fluconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina). Estudo
estatistico empregando o teste qui-quadrado (X?) em relagio ao numero de amostras de C.
albicans bucais decorrentes dos grupos teste, controle e pais e/ou responsaveis, quanto as
variaveis: carreamento de leveduras bucais, intervalo de tempo necessario a formagdo de tubos
germinativos e o indice de produtividade de exoenzimas demonstrou in vitro diferengas
estatisticas significantes as caracteristicas fenotipicas presenciadas nas amostras de C. albicans da
boca pertencentes ao grupo de criangas com Sindrome de Down em relagdo aos demais grupos
controle e pais e/ou responsaveis inclusos neste trabalho. Concentracdes elevadas de IgA e [gM e
normais de IgG séricas totais foram detectadas em criancas com Sindrome de Down basicamente
na faixa etaria de quatro a sete anos de idade. Variabilidade de 45,0 a 100,0% de similaridade
genética presenciou-se entre os pares de C. albicans isoladas da boca simultaneamente de pais
e/ou responsaveis e criancas com Sindrome de Down mediante emprego de RAPD usando os
primers RSD10 e RSD12. In vitro C. albicans bucais de criangas com Sindrome de Down
demonstraram ampla capacidade de colonizacdo da boca de individuos com irregularidade
cromossomica.



ABSTRACT

A total of 160 samples of saliva secretion were collected of the jugal mucosa of
appraised individuals in this case-control study and assisted at the Infantile Dental Unit of the
School of Dentistry at the Universidade Federal de Goids in the city of Goiania - GO, Brazil. Sixty
(60/160) (37.5%) Candida samples were just isolated and identified as belonging to the albicans
species. Of these, thirty seven (37/40) (92.5%) yeasts were coming from the buccal mucosa of
children with Down’s syndrome (test group), fourteen (14/80) (17.5%) of children without
syndrome (control group) and nine (9/40) (22.5%) of parents and/or responsible. The buccal C.
albicans samples were detected in children with an age group from zero to 11 years old and most
belonged to the masculine gender. The mother came as responsible for the trusteeship of the
children with an average of 39.4 years old. All the children and parents and/or responsible,
included in this study, presented intact buccal mucosa and were not on any type of drug therapy.
Analyses of the phenotypical characteristics of buccal C. albicans samples allowed to identify
nine different morphotypes (3240, 3340, 5320, 5330, 5340, 5530, 5540, 7530 and 7540) in the test
group and four morphotypes (2330, 5240, 5320 and 5330) and (5230, 5240, 5520 and 5530) in the
control and parents and/or responsible groups, respectively. Fungal colonies with fringes were
more expressed among C. albicans samples originating of the mouth of children with
chromosomal irregularity. The formation of germ tubes, in bovine fetal serum, happened in
smaller space of time among the buccal C albicans isolates of children with syndrome. All C.
albicans samples isolated of the mouth of children and parents and/or responsible were shown
producing of aspartil proteinases and 95.0% (57/60) of phospholipases, fitting to the test group the
C. albicans isolates more productive. Larger diversity of killer types (111, 112, 121, 186 and 888)
was witnessed among the buccal C. albicans cultives of children with Down’s syndrome. All the
C. albicans isolates, originated of the mouth of children with and without Down’s syndrome and
parents and/or responsible, were susceptible to the antifungal drugs used (amphotericin B,
fluconazole, itraconazole and 5-fluorcitosine). Statistician study using the qui-square test (X?) in
relation to the number of buccal C. albicans samples resulting from the test, control and parents
and/or responsible groups, as the variables: buccal yeasts carriage, interval of necessary time to
the formation of germ tubes and the exoenzymes productivity index demonstrated in vitro
significant statistical differences to the phenotypical characteristics witnessed in the C. albicans
samples from mouth belonging to the children with Down’s syndrome group in relation to the
other control and parents and/or responsible groups included in this work. High concentrations of
IgA and IgM and normal total of IgG in the serum of the blood were detected in children with
Down’s syndrome basically in the age group from four to seven years old. Variability from 45.0 to
100.0 of genetic similarity was witnessed among the pairs of C. albicans isolated of the mouth
simultaneously of parents and/or responsible and children with Down’s syndrome by employment
of RAPD using the primers RSD10 and RSD 12. In vitro buccal C. albicans of children with
Down’s syndrome demonstrated wide capacity of colonization of the mouth of individuals with
chromosomal irregularity.
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1. Introducéo

A Sindrome de Down figura como uma das irregularidades genéticas mais
relevantes entre as diversas alteragdes cromossdmicas que os seres humanos podem sofrer
desde a sua formacdo embrionaria até a vida pos-uterina (Rozone & Mustachi, 1990;
Danielski, 2002; Roncari et al., 2002). O monitoramento dos individuos portadores desta
sindrome € importante, ndo so para que se entenda o seu mecanismo fisioldgico, mas também
para que se possa garantir uma melhor qualidade de vida aos pacientes (Danielski, 2002).

Hoje, frente a uma maior expectatitva de vida dos portadores de Sindrome de
Down, faz-se necessaria uma melhor compreensao das infec¢des nestes individuos.

As caracteristicas anatomo-fisioldgicas da boca de individuos com Sindrome de
Down propiciam diversas alteracdes biologicas e fisiologicas como o desenvolvimento de
candidiase bucal. Relatos freqiientes de isolados de Candida em dados anamnésicos da
Unidade da Clinica de Odontologia Infantil da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Goias (UOI/FO/UFQG) na cidade de Goiania, Estado de Goids/Brasil estimularam a
realizagdo do presente trabalho, visando avaliar o comportamento de leveduras em individuos
com Sindrome de Down, relacdo intrafamilial destes microrganismos e caracteristicas do

sistema imune destes pacientes.

1.1. Infeccéo bucal por Candida

A candidiase bucal ¢ uma das infec¢des fungicas mais comuns em seres
humanos. Esta infec¢do pode ocorrer em qualquer fase da vida, embora o periodo da infancia
apresente-se como um dos mais propicios a sua manifestagdo (Linossier et al., 2002; Vidotto
et al., 2002; Pinto, 2003; Sanchez-Vargas et al., 2005; Carvalho et al., 2007).

A Candida pode ser detectada na boca de criangas recém-nascidas, seis a dez
horas apds o parto (Morhart & Fitzgeraldi, 1984; Borba & Menezes, 1996; Lacaz et al., 1998;
Pimenta et al., 2001; Scherma et al., 2004) e depois de 14 a 21 dias do nascimento em todo
trato gastrointestinal. Portanto, esse microrganismo faz parte da microbiota da boca desde o

nascimento até a formag¢ao da definitiva na fase adulta do homem e permanece durante toda a
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vida (Ribeiro et al., 2004; Carvalho et al., 2007). Coube a Hipocrates (460 a 337 a.C.) o relato
inicial da ocorréncia de Candida na boca de criangas, como aphthae albus ou albae (Birman,
1998). Sua descricao referia-se as placas esbranquicadas com aspecto similar as presenciadas
também em pacientes debilitados. Galeno (200 a 130 a.C.) observou essas mesmas lesdes em
criancas enfermas. No entanto, relatos sobre a manifestagdo clinica de candidiase bucal em
criangas ja era freqiiente na Europa no século XVIII (Ribeiro et al., 2004).

As leveduras do género Candida caracterizam-se como fungos oportunistas que
se encontram presentes como comensais desde a superficie de mucosas, pele do homem e de
certos animais. Cerca de 20,0 a 50,0% da populagdo carrea espécies de Candida na boca. C.
albicans compreende entre 60,0 a 90,0% dos isolamentos, C. tropicalis cerca de 7,0%, todavia
C. krusei, C. guillermondii, C. glabata ¢ C. parapsilosis sdo evidenciadas em menor
freqiiéncia (Lacaz, 1980; Henning & Perrone, 2001,; Martins et al., 2002;; Ribeiro, 2002;
Urizar, 2002; Scherma et al., 2004). Esta relag¢ao de equilibrio entre Candida e hospedeiro é
propiciada pela manuten¢do da integridade das barreiras teciduais, relagdo harmonica da
microbiota autoctone e funcionamento adequado do sistema imunologico humano, havendo
em contrapartida por parte do fungo leveduriforme, permanéncia equilibrada da capacidade de
aderéncia e da producdo de enzimas e toxinas (Calderone & Fonziwa, 2001; Vieira et al.,
2005).

Diversos fatores mecanicos, fisicos, quimicos e iatrogénicos podem contribuir
para a ruptura do equilibrio da microbiota bucal que se estabelece entre Candida e os demais
microrganismos. Mastigacdo, redu¢do do fluxo salivar, trauma local com perda da integridade
tecidual, debilidade organica generalizada, dietas ricas em carboidratos, deficiéncia de ferro,
acido folico ou vitamina B12, desordens endodcrinas (hipotiroidismo, insuficiéncia
adrenocortical e diabetes mellitus), infec¢do por HIV, alteragcdes de taxas sangiiineas
(leucemia aguda e agranulocitose), antibioticoterapia, quimioterapia, radioterapia, xerostomia
e comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro constituem fatores comumente
relacionados a infec¢do fingica por Candida (Pardi & Cardozo, 2002).

As candidiases bucais apresentam-se sob variados aspectos clinicos, destacando-
se os tipos: pseudomembranoso, como o mais comum e caracterizado pela freqiiéncia de
formacdo de placas brancas que, ao serem raspadas promove sangramento. As lesdes
apresentam, além de coloragdo tipica branca, distribuicao variavel, podendo atingir todas as

regides da boca. Em certos casos, nosexames histopatologicos observam-se edemas,
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microabscessos ¢ intenso infiltrado inflamatério, acompanhado de forma filamentosa invasiva
de Candida no epitélio bucal; o eritematoso, de aspecto avermelhado ora como area difusa ou
pontilhado com caracteristicas agudas ou cronicas, comumente descrito em pacientes
portadores de protese total superior; o hiperplasico ou também chamado de candidiase
leucoplasica, também de coloragdo esbranquigada, resistente a raspagem, além da queilite
angular localizada nos cantos dos labios com a participagdo de bactérias e o tipo muco-
cutaneo, relacionado a sindromes de imunodeficiéncias congénitas ou também a fatores
genéticos, compreendendo varios problemas orgéanicos principalmente endocrinos (Birman,

1998; Urizar, 2002).

1.2. Leveduras do género Candida

Sao descritas atualmente 197 espécies do género Candida pertencentes ao Reino
Fungi, divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes e familia
Cryptococcaceae. Embora haja algumas espécies classificadas na subdivisdao Ascomycotina
(Kreegen-Van Rij, 1984; Lacaz et al., 1998; Sidrim & Rocha, 2004).

As leveduras do género Candida apresentam em meio solido, agar Sabouraud
dextrose, colonias imidas, cremosas, de aspecto liso ou rugoso e colora¢do branco-amarelada.
Microscopicamente, as células sdo globosas, ovaladas ou ovaladas-alongadas, medindo em
média de 3 por 7um a 3 por 14um. Ao microcultivo em agar corn-meal, ha formagdes
predominantes de pseudomicélios, podendo ser encontrados micélios verdadeiros e
clamiddsporos. A formacgao de tubos germinativos ocorre em cultivos com soros de animais a
37°C. Em meio liquido, ha formagio de sedimento em caldo Sabouraud dextrose, e testes de
assimilacdo de fonte de carbono (celobiose, galactose, glicose, lactose, maltose, rafinose e
sacarose) e de fermentacdo de agucares (dextrose, lactose, maltose e sacarose) que permitem a
identificacdo de espécies de Candida (Kreegen Van Rij, 1984; Souza et al., 1990; Lacaz et al.,
1998; Sidrim & Rocha, 2004).

Candida albicans ¢ a espécie de Candida mais relacionada com os processos de
colonizagdo e patogenicidade na boca do homem. Esta habilidade ¢ decorrente da acentuada
capacidade de dimorfismo morfologico e a produgdo de exoenzimas, facilitadoras da interagao
do fungo as células do hospedeiro, propiciando a aderéncia e a penetragao ao tecido afetado,

etapas consideradas relevantes na patogénese de candidiase em mucosa (Xu et al., 2000;
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Panizo & Revidkina, 2001; Martins et al., 2002,; Menezes et al., 2004; Ribeiro et al., 2006;
Carvalho et al., 2007).

1.3. Sindrome de Down

A Sindrome de Down ¢ uma condicdo genética caracterizada pela presenga de
um cromossomo a mais nas células de quem ¢ portador e acarreta um variavel grau de retardo
no desenvolvimento fisico e mental. Este cromossomo extra se acrescenta ao par de nimero
21, favorecendo o termo também utilizado para sua denominag¢do de trissomia 21 (Coelho &
Loevy, 1982; Guedes, 1997; Campos, 2001; Danielski, 2002).

O eponimo Down deriva do sobrenome do médico inglés John Langdon Haydon
Down que, em 1866, descreveu pela primeira vez esta cromossomopatia. Todavia somente
Jérdome Lejeune et al.,, 1959 caracterizaram através da cariotipagem humana a sindrome
propriamente dita (Danielski, 2002).

Esta irregularidade cromossdmica autossOmica ¢ a alteragdo genética mais
freqliente. Com base no censo populacional de 2000, a populagdo infantil brasileira na faixa
etaria de zero a 11 anos de idade ¢ aproximadamente de 39,7 milhdes de criancas (IBGE,
2000). Sabendo que a freqiiéncia de criancas acometidas por Sindrome de Down ¢ estimada
no Brasil em 1/600 nascimentos (Coelho & Levy, 1982; Ribeiro et al., 2002), tem-se, portanto
66,2 mil criancas portadoras desta sindrome equivalendo aproximadamente a 0,2% da
populagdo brasileira infantil e com uma divisdo quase igualitaria quanto ao género.

A cidade de Goiania, capital do Estado de Goids, possui aproximadamente 433
criancas portadoras de Sindrome de Down, inclusa numa populagdo de 260,0 mil individuos
possuidores de uma faixa etaria de zero a 11 anos de idade (IBGE, 2000).

Ha trés tipos de irregularidades cromossdmicas relacionadas a Sindrome de Down,
caracterizadas por um cromossomo a mais no 21° par: na trissomia 21 simples (95% dos
casos), ha uma alteracdo numérica devido a falta de disjuncao durante a meiose, fazendo com
que o patrimonio genético, que era adequado na mae, ndo se dividisse exatamente na metade e
o ovdcito ficasse com um cromossomo a mais. A trissomia em translocagdo é mais rara (3 a
5% dos casos), pois existe uma alteragdo também numérica dos cromossomos de um dos pais:
por exemplo, um dos pequenos cromossomos 21 se liga a um outro cromossomo. Na mae, a

translocagdo ¢ do cromossomo 15-21, que embora clinicamente saudavel,tem um
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desequilibrio (45 cromossomos) no seu caridtipo e na translocacdo do 21-22 é o pai
responsavel por apresentar este desequilibrio. A trissomia 21 em mosaicismo (2 a 3%) pode se
verificar também depois da fecundacdo. Neste caso, a célula embrionaria inicial ¢
geneticamente integra e o erro numérico ocorre no momento da primeira duplicagdo desta
célula e se repete em cada célula enquanto o feto se desenvolve. O individuo portador desta
alteracdo cromossomica passa a ter um mosaico celular com dois tipos: um tipo com 46 e
outro com 47 cromossomos em cada célula (Danielski, 2002).

Dentre as provaveis causas que predispdem a ocorréncia de Sindrome de Down,
a idade materna representa um fator de risco. Mulheres com mais de 45 anos tém uma maior
predisposi¢ao a ter uma crianga com Sindrome de Down para cada 50 nascimentos (Rozone &
Mustachi, 1990; Pires et al., 1997). Homens com mais de 55 anos também estdo sujeitos a
gerar individuos com anomalias cromossdmicas (Rozone & Mustachi, 1990). Outras causas
indutoras a Sindrome de Down s3o: uma tendéncia familiar a ndo-disjun¢do cromossomica e
provaveis influéncias externas. Infecgdes virais, irradiagdes, alcoolismo, problemas hormonais
e imunologicos, certas drogas e espermaticidas t€ém sido aventados como possiveis elementos
causadores desta cromossomopatia (Bacheshi, 1990; Rozone & Mustacchi, 1990; Pires et al.,
1997).

As implicacdes médicas da Sindrome de Down abrangem disturbios cardiacos
congénitos, anormalidades de desenvolvimento, tragos dismorficos, maior risco a leucemia e
deficiéncias imunoldgicas e endocrinas (Rozone & Mustacchi, 1990; Danielski, 2002).

A expressao genética da trissomia do cromossomo 21 propicia ainda
irregularidades quanto a fungdo bioquimica de diversas substancias em individuos portadores
de Sindrome de Down. O nivel sangiiineo de superoxido desmutase ¢ detectado em média 1,5
vezes mais acentuado. Isto resulta em uma taxa elevada de conversao de superdxidos (O;) em
perdxidos de hidrogénio (H,O,) que pode danificar estruturas celulares de 4cido
desoxirribonucléico (DNA) e lipidios, e em baixa concentragdo de superoxidos implica na
diminuigdo da capacidade litica dos neutrofilos frente as infecgdes provocadas por
Staphylococcus aureus e C. albicans (Coelho & Loevy, 1982; Shaw, 2001). A reposicdo
alimentar de selénio (Se) e zinco (Zn) fazem-se necessarias a manuten¢ao da funcionalidade
do sistema imunologico. O mineral selénio eleva os niveis plasmaticos das subclasses IgG2 e
IgG4 da imunoglobulina G, reduzindo o acometimento de infec¢des e participa também da

composi¢ao da enzima glutationa peroxidase que tem a funcao de capturar os peroxidos de
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hidrogénio, impedindo que essas substincias lesionem as membranas das células humanas,
conjuntamente com a vitamina E (tocoferol) (Shaw, 2001; Ribeiro et al., 2003). O zinco
medeia o desenvolvimento do linfécito B e a produgdo de anticorpos, particularmente
imunoglobulina G (Shaw, 2001). O actmulo de fons Fe™, decorrente da reagdo entre
peréxidos de hidrogénio e ions de Fe™, armazenados na condi¢do de sais de ferro no
organismo, faz também com que os leucocitos produzam superoxidos, através do mecanismo
oxidativo utilizando enzimas que contém ferro. No entanto a acdo citolitica sobre
microrganismos, proveniente da ligacdo do peroxido de hidrogénio a mieloperoxidase dos
neutrofilos, é prejudicada em infec¢des ocasionadas por C. albicans e S. aureus devido serem
produtores de catalase e, portanto capazes de degradar rapidamente o perdxido de hidrogénio,
o que favorece um acentuado comprometimento da defesa organica (Birck, 1994; Shaw,
2001). O suplemento de ferro via alimentar, somente deve ser realizado mediante
comprovacgdo de anemia e a dieta baixa em carboidratos contribui para prevenir infecgdes por
Candida na boca de portadores da Sindrome de Down, uma vez que constatou-se que animais
de laboratorio sao 200 vezes mais suscetiveis a proliferagdo de leveduras bucais quando
alimentados com agua e agucar (Lacaz, 1980; Shaw, 2001).

Outras irregularidades metabdlicas ocasionadas pelos genes do cromossomo 21
podem se manifestar em individuos acometidos de Sindrome de Down. As deficiéncias da
fosfofrutoquinase e cistationina beta-sintetase que sdo doengas autossOmicas recessivas. A
primeira ¢ uma glicogenose tipo VII na qual ¢ necessario o controle da ingestdo de
carboidratos. A segunda ¢ relacionada ao metabolismo da metionina, aminoacido que atua na
utilizacdo dos fosfolipidios (Tommaso, 2004; Glicogenose, 2005; Orphanet, 2005). Estas
alteragdes metabdlicas parecem induzir alteragdes na microbiota de pacientes com Sindrome

de Down, inclusive Candida.

1.3.1. Caracteristicas bucais de individuos com Sindrome de Down

Em relagdo as caracteristicas bucais de individuos portadores de Sindrome de
Down, observam-se aspectos peculiares como, por exemplo: acromicia, macroglossia relativa,
lingua fissurada, hipertrofia papilar, lingua geografica, palato duro menor e ogival, protusao
lingual, hipotonicidade muscular, mordida aberta anterior e mordida cruzada, anomalias

dentais e fissuras nos cantos labiais. Tais alteracdes anatomo-fisioldgicas contribuem de
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maneira adjuvante para existéncia de diversos nichos ecoldgicos microbianos na boca,
abrangendo desde labios, bochechas, palato, lingua, gengiva e dentes. Nesses diferentes
nichos t€m sido detectado Candida como microrganismo colonizante ou patogénico como na
queilite angular numa prevaléncia de 16,0% da populacdo infantil sem Sindrome de Down
(Marcantoni, 1999; Ribeiro et al., 2002; Roncari et al., 2002). As Candida sdo isoladas na
boca de aproximadamente 69,0% das criangas com Sindrome de Down e em 40,0% dos casos
apresentam na forma pseudomembranosa, conhecida como sapinho, e geralmente descrita em
pacientes com esta irregularidade (Rozone & Mustacchi, 1990; Carlstedt et al., 1996).

As bactérias presentes na boca contribuem para a colonizagdo e a proliferagao de
espécies de Candida (Carvalho et al., 2007). Associa¢des entre bactérias do género
Streptococcus (S. sanguis, S. gordonii. S. orallis ¢ S. anginosus) ¢ C. albicans se intensificam
na auséncia de glicose. Estas associagdes in vitro sao alteradas com S. sanguis e S. gordonii
quando os blastésporos de Candida sdo expostos ao calor e a presenga de proteases (Jenkinson
et al., 1990; Pardi & Cardozo, 2002).

O equilibrio das condigdes ecologicas da boca ndo € estavel por longos periodos.
Este equilibrio sofre influéncia desde a mudanca da dentigdo primaria até a permanente.
Outros fatores também estao relacionados com esse desequilibrio como: existéncia de lesdes
de carie, restauragdes, extracdo de dentes, inser¢do de proteses, aparelhos ortoddnticos e
produ¢do de hormonios. Todavia as mudancas transitorias na estabilidade deste ecossistema
podem ser ocasionadas pela freqiiéncia e tipo de alimentos ingeridos, variagdo no fluxo
salivar, medicamentos entre outros (Marsh & Martin, 1992; Brambilla et al., 2000).

A boca apresenta ainda superficies mucosas que contribuem para a diversidade
microbiana. As papilas do dorso da lingua favorecem a coloniza¢do de microrganismos que
geralmente seriam removidos pela estimulacdo do ato de mastigagdo e liberagdao do fluxo
salivar. O baixo potencial de 6xido-reducao (Eh) nos espacos interpapilares da lingua propicia
o desenvolvimento de uma microbiota bacteriana anaerdbia em detrimento as leveduras de
Candida (Marsh & Martin, 1992; Pardi & Cardozo, 2002). Entretanto a maior colonizagio
bucal de Candida ¢ presenciada no dorso da lingua, o que sugere ser o reservatdrio primario
de C. albicans na boca, seguido pela agregacdo fungica ao biofilme dentario (Alkumru &
Beydemir, 1992; Pardi & Cardozo, 2002; Carvalho et al., 2007).

Os microrganismos bucais tém como fonte endégena de nutrientes a saliva, a qual

fornece aminodacidos, peptideos, vitaminas, gases e glicopeptideos e estabelecem cadeias
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alimentares com proposito de melhor aproveitar os nutrientes presentes na boca. A fonte
exogena de nutrientes ¢ a dieta, tendo os carboidratos como substancias organicas que
influenciam diretamente na microbiota bucal. Os carboidratos sao convertidos em polimeros
(glucanos e frutanos) que consolidam a aderéncia ou sdo metabolizados em dacidos. O
consumo freqiliente de agucar pode selecionar uma microbiota rica em estreptococos do grupo
mutans e Lactobacillus pela produgio de acido latico. A dificuldade de higienizagdo da boca
por criancas com Sindrome de Down favorece condigdes microbioldgicas ideais a proliferacao
de Candida como microrganismo oportunista (Loesche, 1986; Marsh & Martin, 1992;
Pimenta et al., 2001; Roncari et al., 2002; Carvalho et al., 2007).

Varios fatores antimicrobianos sdo detectados na saliva, os quais atuam no
controle da colonizagdo da boca. Estes fatores compreendem a lisozima, lactoferrina e o
sistema da sialoperoxidase, polipeptideos ricos em histidina entre outros. No que se referem a
Candida, importantes enzimas salivares, lactoferrina, lisozima e outras, exercem acdo
inibidora sobre a sua multiplicacdo (Urizar, 2002). Verificou-se que a lactoferrina existente na
saliva parotidica é capaz de inibir a C. albicans in vitro, por exercer agdo quelante sobre o
ferro, elemento essencial para a sua multiplicacdo (Lacaz, 1980). O controle microbiano bucal
também ¢ exercido pelo fluido do sulco gengival tanto no processo de manutencdo da
microbiota, como nas infecgdes. O fluido também pode remover células microbianas nao
aderidas, atuar como fonte primaria de nutrientes e conter componentes de defesa do
hospedeiro (Marsh, 1989; Tenovou, 1998).

O fluxo e a composi¢ao salivar exercem papel relevante quanto a manutengao das
propriedades fisicas e quimicas da boca, além de interferir na composi¢do da microbiota
bucal. A saliva ¢ constituida principalmente de agua. H4 ainda presenca de fosfatos, peptideos,
compostos nitrogenados (uréia e aminoacidos), além de bicarbonato atuando como o principal
sistema tampdo. Apresenta também uma acentuada concentracdo de proteinas e
glicoproteinas, por exemplo, as mucinas, as quais influenciam diretamente na agregagdo e
aderéncia dos microrganismos, inclusive atuando com receptores das manoproteinas de
superficie de C. albicans; interagem com componentes de defesa do hospedeiro e funcionam
como fonte primaria de nutrientes para a microbiota autoctone (Marsh & Martin, 1992; Pardi
& Cardozo, 2002; Simmonds et al., 2002). Siqueira et al., 2005 encontraram fluxo salivar
menor em criangas com Sindrome de Down quando comparado ao grupo de criangas sem

Sindrome de Down.
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Outros fatores como o potencial de oxido-redu¢do (Eh) e o pH, além dos
nutrientes, afetam o desenvolvimento microbiano da boca. Embora a cavidade bucal tenha
facil acesso ao oxigénio, a maioria dos microrganismos bucais ¢ facultativa, anaerdbia ou
capnofilica. Leveduras do género Candida sdo detectaveis mesmo com a diminui¢do do
potencial de 6xido-redugdo bucal, na superficie do esmalte do dente (Marsh & Martin, 1992;
Douglas, 2002).

O pH da boca, regulado pela saliva, oscila entre 6,75 a 7,25. O consumo
freqliente de carboidratos leva a uma diminui¢ao do pH da boca devido a producao de acidos
e, posteriormente, retorna aos valores fisioldgicos (capacidade tampdo da saliva). Essas
constantes oscilagdes do pH da boca podem induzir a uma seletividade de microrganismos
aciduricos como: Candida, Streptococcus do grupo mutans e Lactobacillus. Todavia o
aumento do pH bucal, por exemplo, durante resposta inflamatoria favorece a ocorréncia do
grupo de bactérias alcalofilas como: Porphyromonas gingivalis, Provotella sp, Fusobacterium
sp etc (Simmonds et al., 2002). C. albicans pode estar presente nesse processo inflamatorio
uma vez que este fungo leveduriforme, além de oportunista, suporta um amplo espectro de
variacao de pH entre 2,5 a 7,5 (Webb et al., 1998; Pardi & Cardozo, 2002) e a sua viruléncia ¢
favorecida pela temperatura corporal de 37°C (Sidrim & Rocha, 2004).

A capacidade tampao da saliva de pacientes com Sindrome de Down entre dois e
60 meses de idade mostrou-se mais alta do que a do grupo controle (criangas sem Sindrome de
Down) com variac¢ao de pH 6,9 a 4,9 ¢ 6,0 a 4,0; respectivamente (Siqueira et al., 2005).

Outro aspecto importante a ser ressaltado ¢ a elevada prevaléncia de doenca
periodontal em criangas com Sindrome de Down. Associagdo com esta infeccdo tem sido
vinculada a alelobiose microbiologica, relagdo dos microrganismos entre si, a qual os isolados
de Candida fazem parte por conseqiiéncia de formagao do biofilme dentario, de baixa higiene
bucal e deficiéncia na capacidade de reparacao frente a rapida perda dssea (Ribeiro et al.,
2002; Roncari et al., 2002, Guaré & Ciamponi, 2004; Carvalho et al., 2007).

As leveduras do género Candida podem ainda estar presentes em um dos
principais biofilmes, o dentario, como resultado de interassociagdo microbiana com a massa
de polissacaridios no intuito de favorecer a aderéncia, o desenvolvimento e a multiplicagdo
dos microrganismos sobre essa superficie 0ssea. A detecc¢do de elevado indice de Candida na
boca de criangas portadoras da Sindrome de Down assegura sua presenca no biofilme dentério

e no oriundo também de doenga periodontal (Martins et al., 2002y; Carvalho et al., 2007).
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1.3.2. Relacdo intrafamilial

Em geral, os microrganismos sao transmitidos por contato direto ou indireto, por
meio de goticulas de secrecdes respiratorias e pelo ar. No ambiente da assisténcia a saude €
concenso que a transmissdo por contato desempenha o papel mais revelante nesta transmissao.
Nas atividades diarias as maos humanas estdo constantemente em intenso contato com o
ambiente ao redor e esta forma de transmissdo também fica evidente. As cadeias de
transmissao de microrganismos sao assim demonstradas (Cardoso et al., 2005).

A colonizagdo da boca de criangas acometidas de Sindrome de Down por fungos
depende basicamente da transmissdo intrafamilial e as maes sdo consideradas as principais
fontes de infec¢do, embora a transmissdo extrafamilial também possa ocorrer (Pimenta et al.,
2001; Linossier et al., 2002; Scherma et al., 2004; Carvalho et al., 2007).

Trés vias de transmissdo de leveduras do género Candida a boca de criangas,
inclusive nas portadoras de Sindrome de Down, sdo comumente relatadas como: a degluticao
ou aspira¢do de secre¢do vaginal contendo Candida no momento do parto, a contaminagdo
cutanea nosocomial e o contato salivar da boca do neonato com a superficie da pele do seio
materno durante a amamentacao (Menezes et al., 2004; Scherma et al., 2004; Carvalho et al.,
2007). A ocorréncia freqiiente de infecgdo vaginal por Candida, principalmente no ultimo
trimestre de gravidez, parece favorecer a colonizacdo rapida da boca de recém-nascidos. Esta
via de transmissao faz com que as leveduras possam atuar inicialmente como elemento
integrante da microbiota autoctone e seqiiencialmente como agente oportunista (Ribeiro,
1997; Scherma et al., 2004; Carvalho et al., 2007).

A colonizagdo da boca de criangas por isolados de Candida, mediante contato
com a microbiota da pele das maos de profissionais de saude, também ¢ descrita (Amorim et
al., 1999; Lacaz et al., 1998; Ribeiro et al., 2004; Carvalho et al., 2007). C. parapsilosis tem
sido uma das espécies de Candida comumente associada a esta via de transmissdo mediante os
cuidados realizados pelo corpo de enfermagem junto aos neonatos (Schardosimi & Cherubini,
2004).

Outra via de contato de Candida com a boca de recém-nascidos ¢ durante o
processo de aleitamento materno. As leveduras do género Candida, como elemento integrante
da microbiota da pele das maes, embora sejam parcialmente removidas diante do asseio

corporal do seio materno, podem colonizar a boca das criangas durante amamentagao pelo
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contato da saliva da boca do recém-nascido com a superficie do seio materno ainda
colonizado por Candida. Esta via de dissemina¢do, muitas vezes em criangas portadoras da
Sindrome de Down, ¢ dificultada pela hipotonicidade muscular da boca e pelo aspecto
psicolégico que envolve inicialmente o relacionamento entre pais e filhos (Amorim et al.,

1999; Roncari et al., 2002; Menezes et al., 2004; Carvalho et al., 2007).

1.3.3. A resposta imune nos portadores de Sindrome de Down

As criangas portadoras da Sindrome de Down apresentam o sistema imunolégico
comprometido, o que as tornam predispostas a diversas infecgdes, principalmente as
respiratorias, reagdes autoimunes e quadros neuroldgicos parecidos com a doenga de
Alzheimer. Niveis séricos elevados de anticorpos e citocinas parecem envolvidos neste
processo (Rozone & Mustacchi, 1990; Ammann & Stiehm, 2000, Campos, 2001, Long, 2005;
Shimada et al., 2006).

As cinco classes de imunoglobulinas (IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) atuam como
elementos importantes em cada estdgio da resposta imunologica humoral. Possuem
caracteristicas marcantes como proteinas antigeno-especificas e atividades biologicas
secundarias, que sdo decisivas na defesa do hospedeiro, como por exemplo, a capacidade de

atuar como opsoninas e ativar o sistema complemento (Parslow, 2000; América, 2005).

A imunoglobulina A exerce um papel relevante na imunidade humoral em
mucosas. E detectada na saliva dos seres humanos, interferindo na capacidade de proliferagio
de microrganismos por meio de anticorpos, por exemplo, anti-Candida. Esta atividade ¢
muitas vezes afetada pela clivagem do anticorpo exercida através das aspartil proteinases

secretadas pelas leveduras do género Candida (Henning & Perrone, 2001,).

Individuos com Sindrome de Down apresentam deficiéncia de precursores
hematopoieticos (Holmes et al., 2006; Jablonska et al., 2006), sendo que as subpopulagdes de
linfocitos T tendem ao nivel normal com o passar do tempo, o que nao acontece com 0s
linfocitos B, que correspondem a 61,0-88,0% da quantidade encontrada em seres humanos

desprovidos desta cromossomopatia (Douglas & Stokes Jr., 2005).
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Apesar desta deficiéncia numérica de linfocitos B, a demonstragdo de aumento
sérico de IgA, IgG e eventualmente de IgM e IgD totais tem sido presenciada com transcorrer
da idade nestes pacientes com Sindrome de Down (Burgio et al., 1975; Srivastava et al., 1975;
Seger et al, 1977; Nishika et al., 1978; Trincado et al., 1984). Os niveis de IgG1 e IgG3 totais
aparecem aumentados e relacionados com uma provavel resposta humoral adequada, mas os
de IgG2 e IgG4 estdao diminuidos e predispondo-os a infecgdes (Mehta et al,. 1993; América,
2005). As concentragdes de IgA, IgM e IgG na saliva destes individuos sdo normais, mas a

percentagem de IgG1 esta elevada (Barr-Agholme et al., 1998).

Em relagdo as proteinas do sistema complemento foi demonstrado que os
componentes C3, C4 e CS5 estdo inalterados nos pacientes com Sindrome de Down (Seger et
al., 1977; Trincado et al, 1984), entretanto Stoltzner et al., 2000 verificaram a presenca de Clq
e C3 nas placas amildides cerebrais destes individuos sindromicos. O componente C1 do
sistema complemento exerce papel relevante no controle de apoptose de células proprias
(Flierman & Daha, 2007) e no desenvolvimento de doengas autoimunes e de Alzheimer
(Barnun & Szalai, 2006), como também atua controlando quadros infecciosos € processos
inflamatorios (Stolzner et al., 2000). Tais alteracdes funcionais predispdem a ocorréncia de
doenga periodontal e candidiase bucal em criangas com Sindrome de Down, uma vez que
verifica-se deficiéncia na migra¢do e quimiotaxia dos neutréfilos trissdmicos e nas demais

funcdes do sistema imunolégico (Ribeiro et al, 2003).

A imunidade celular, mediada por linfocitos T, € a resposta imunoldgica mais
efetiva exercida sobre os fungos (Stites et al., 2000). O papel da imunidade celular no controle
de infecgdo causada por C. albicans tem sido demonstrado em modelos experimentais nos
quais a dicotomia da resposta do tipo CD, Tal e CD," Ta2 é considerado um fator importante
para a suscetibilidade ou resisténcia a infeccdo. Enquanto uma resposta tipo Tal com
producdo de IFN-y e IL-2 estd relacionada com a resisténcia as infec¢cdes por Candida
(Romani et al, 1992,; Romani et al, 1992,; Romani et al, 1994; Carvalho et al., 2003) a
resposta Ta2, com secre¢ao de IL-4, IL-5 e IL-10, esta associada com a suscetibilidade a este
patégeno (Romani et al., 1993; Puccetti et al., 1994; Romani et al., 1994; Spaccapelo et al.,
1995; Carvalho et al., 2003).



13

O aumento na producao de citocinas pro-inflamatorias, tais como: IL-1, IL-6,
TNF e IFN-y, em pacientes com Sindrome de Down esta relacionado com a gravidade do
retardo mental (Carta et al., 2002; Shimada et al, 2006). Franciota et al., 2006 demonstraram
que as células Tal e Tc, produtoras de IFN-y, estdo elevadas em individuos portadores desta
alteracdo cromossdmica, bem como a taxa de linfocitos Tal (produtores de IFN-y)/Ta2
(produtores de IL-4). Essas irregularidades podem contribuir para um estado pré-inflamatorio

nos individuos portadores da trissomia do cromossomo 21.

Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra C. albicans estdo ainda
representados pela atividade microbicida de fagocitos e pela citoxicidade celular mediada
pelas células natural killer (NK) (Fulurija et al., 1996; Odds et al., 1988; Carvalho et al.,
2003). Embora fagocitos e células NK sejam componentes da resposta imune inespecifica ou
inata, a atividade destas células ¢ dependente da resposta imune adaptativa, visto que IL-2 e
IFN-y, produzidos pelas células CD," Tal e células CDg’', ativam células NK e IFN-y ativa os
fagocitos (Murray et al., 1983; Carvalho et al., 2003). No entanto, as funcionalidades dos
linfocitos T e das células NK apresentam-se também alteradas em criangas com Sindrome de

Down (Coelho & Loevy, 1982; Carlstedt et al., 1996; Ribeiro et al., 2002).

1.4. Determinantes de viruléncia em Candida

As infec¢des ocasionadas por leveduras do género Candida sao favorecidas pela
ruptura do equilibrio parasita-hospedeiro. Aliado aos fatores do hospedeiro, este fungo possui
propriedades celulares que sao capazes de lhes conferir a habilidade de produzir inicialmente
o processo de colonizagdo e conseqiientemente a infec¢do por Candida. Aderéncia,
dimorfismo (formagdo de micélio), variabilidade fenotipica (switching), produ¢do de enzimas
extracelulares e toxinas constituem os principais fatores relacionados as células fingicas
(Ghannoum & Abu-Elteen, 1990; Vartivarian & Smith, 1993; Matthews, 1994; Odds, 1994;
Maftei, 1996; Henning & Perrone, 2001,; Ribeiro et al., 2002; Pinto, 2003).

O mecanismo de aderéncia envolve por parte do fungo, glicoproteinas, proteinas
do tipo lectinas que apresentam a capacidade de identificar varios tipos de acgucares e
receptores para a fragdo C3b do sistema complemento, e por parte do hospedeiro, receptores

celulares para as adesinas de Candida como: fibrina, fibronectina e laminina, que favorecem a
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infecgdo pela matriz extracelular (Klotz & Smith, 1991; Greenfield, 1992; Maftei, 1996;
Ribeiro, 1997; Pires et al., 2001; Carvalho et al., 2007). Esta capacidade fungica ¢
influenciada por fatores ambientais como: temperatura, pH, natureza e disponibilidade de
nutrientes, IgA secretoria e hidrofobicidade de superficies celulares.

A formagao de micélio pelas espécies de Candida tem sido relacionada com o
aumento da viruléncia em decorréncia da variabilidade antigénica da superficie e do formato
micelial que favorece maior aderéncia, dificultando a fagocitose extra e intracelular pelo
sistema imune. O dimorfismo morfologico de C. albicans ¢é influenciado por fatores séricos,
tensdo de bicarbonato-CO; e citocinas (IFN-y e prostaglandina E;) (Kalo-Klein & Witkin,
1990; Maffei, 1996; Gale et al., 1998; Vidotto et al., 2002).

A variabilidade fenotipica, expressa pelo fendmeno de switching, é caracterizada
pela alta freqiiéncia, reversibilidade e por demonstrar diferencas nas propriedades de
superficie celular de C. albicans e nos aspectos morfoldgicos das coldnias fungicas, trazendo
como conseqiiéncia alteragdo na aderéncia as cé€lulas epiteliais, na suscetibilidade antifingica
e na atividade fungicida de neutrofilos (Kennedy et al., 1988; Vartivarian & Smith, 1993;
Matthews, 1994; Miller & Johnson, 2002; Naglick et al., 2003).

A produgdo de substancias toxigénicas (toxicoglicoproteinas e canditoxinas)
ocorre durante processo infeccioso por espécies de Candida. Estas toxinas provocam, em
determinadas concentragdes, a morte de animais de laboratorio, suscitam a producdo de
anticorpos e por ag¢ao de toxoides podem ser neutralizadas, demonstrando a sua importancia
como elemento integrante do mecanismo de infec¢do fungica (Iwata, 1975; Ghannoum &

Abu-Elteen, 1990; Pardi et al., 2001).

1.5. Caracterizacéo fenotipica de Candida

A caracterizacdo fenotipica das leveduras do género Candida ocorre mediante
emprego de métodos de tipagem que avaliam aspectos fisico-quimicos das colonias fingicas.
Viarias metodologias de tipagem tém sido desenvolvidas em busca de melhor individualizagao

dos isolados de Candida, caracterizagdo epidemiologica e avaliagdo de relagdes filogenéticas.
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1.5.1. Morfotipagem

O modelo de morfotipagem para Candida foi inicialmente proposto por
Phongpaichit et al., 1987 tomando por base as diferengas morfoldgicas entre as colonias de C.
albicans mantidas em meio de agar - extrato de malte, modificado por Hunter et al., 1989.
Este método de tipagem analisa a presencga, o tamanho e a textura de franjas na borda da
colonia, além da sua topografia de superficie. Por possuir bom indice discriminatorio, a
morfotipagem tem sido empregada em laboratorios onde outros métodos sdo inviaveis,
favorecidas ainda pela facilidade de execucao (Candido, 1991; Hunter, 1991; Maffei, 1996;
Ribeiro et al., 2006).

As leveduras de Candida, quando morfotipadas em meio contendo agar - extrato
de malte, apresentam geralmente a capacidade de induzir a formacdo de franjas que € vista
como um atributo fingico de viruléncia, evidenciado pela capacidade das C. albicans de
aderir as células de mucosas e a uma grande variedade de superficies inanimadas, inclusive
vidro, como em tubos de ensaio (Kahama et al., 1988; Klotz & Smith, 1990; Bennett et al.,
1992; Pires et al., 2001). Pires et al., 2001 determinaram a capacidade de aderéncia de C.
albicans, sorotipos A e B, quanto as linhagens de células HeLa e Vero e Douglas, 2002 em
relacdo as proteses dentarias acrilicas.

A relevancia da capacidade de formagdo de franjas por colonias de C. albicans
reforca a importancia desse atributo fingico no processo de colonizagdo de mucosas. Barreto
de Oliveira, 1993 detectou a ocorréncia de franjas em cerca de 34,8% das amostras de C.
albicans, oriundas da boca de pacientes imunossuprimidos. Caramalac, 1995 presenciou a
formagao de colonias franjadas em todas as amostras de C. albicans isoladas da boca de
mulheres parturientes e criancas recém nascidas. Maffei, 1996 observou em 93,7% das C.
albicans obtidas da boca de mulheres gestantes, a formacao de colonias franjadas e Lusvarghi,
2002 e Giammanco et al., 2005 detectaram, respectivamente, em cerca de 73,8 e 53,6% dos
isolados de C. albicans da boca de pacientes HIV positivos sob tratamento com drogas
antiproteinases € em individuos HIV assintomaticos, a capacidade de induzir a formagao de

coldnias fungicas franjadas.
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1.5.2. Tubotipagem

A formacdo de tubos germinativos permite Candida inserir-se as mucosas
(Kimura & Pearsall, 1980; Lacaz et al., 1998; Vidotto et al., 2002, Ribeiro et al., 2006). Esta
habilidade favorece uma correlagdo entre a capacidade de aderéncia de C. albicans e o
isolamento de leveduras proveniente de tecido parasitado uma vez que a espécie albicans
forma tubos germinativos mais precocemente que as demais espécies de Candida (Lacaz et
al., 1998; Sidrim & Rocha, 2004). Virios fatores regulam a transi¢do de células
leveduriformes a tubos germinativos e posteriormente a pseudo-hifas e micélios. Estes fatores
compreendem: temperatura, pH e meios que contenham substancias indutoras como: soro, N-
acetil-D-glicosamina, L-prolina, etanol e presenga de agentes quelantes que inativam a
disulfidril redutase, enzima responsavel pela reducao das pontes di-sulfeto da parede celular.
O crescimento miceliano, decorrente da formacao de tubos germinativos, ¢ observado como
uma repressao da divisdo normal da célula leveduriforme, onde as ligacdes covalentes de di-
sulfeto da parede celular ndo sofram redugdo enzimatica. Esta capacidade flingica ¢
acompanhada por altera¢des na composi¢do quimica e antigénica da célula de C. albicans. Na
fase filamentosa, a parede celular é composta por trés vezes mais quantidade de quitina e a
concentragdo protéica parecem aumentar. A fase leveduriforme pode ser considerada como
uma forma mais virulenta, apresentando grande quantidade de mananas na parede celular e
pequenas quantidades de glucanas, em relacdo a forma filamentosa. Estes complexos de
mananas da parede celular atuam como toxinas em camundongos e, portanto devem contribuir
para uma maior viruléncia (Souza et al., 1990; Ribeiro, 1997; Lacaz et al., 1998; Sidrim &
Rocha, 2004). Tem-se demonstrado in vitro que temperatura que oscila entre 37 a 40°C, pH
entre 6,5 a 7,0; assim como a presenga de uma concentracao inicial de leveduras que nao
exceda a 106ufc/mL, € essencial as detecgdes de tubos germinativos. Também foi evidenciado
que as leveduras do género Candida, submetidas a pH 2,6; mantém esta capacidade (Webb et
al., 1998), que ¢ vista como uma caracteristica fungica de viruléncia (Pinto, 2003). Melo et al.,
2003 admitiram que dois genes metabdlicos CaHT17 (alta afinidade pelo transporte de
hexose) e CaYLL34 (da familia AAA ATPase) estariam relacionados com este dimorfismo
morfologico de C. albicans, tendo em vista o aumento da expressividade protéica dos genes

na condi¢ao de hifa.
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1.5.3. Enzimotipagem

A produgdo de exoenzimas pela Candida constitui um fator determinante de
viruléncia deste fungo leveduriforme, como também permite a sua utilizagdo como um
marcador fenotipico para a diferencia¢do da capacidade enzimatica entre isolados de Candida.
Aspartil proteinases e fosfolipases sdo as exoenzimas hidroliticas mais descritas (Maffei,
1996; Oliveira et al., 1998; Ribeiro et al., 2002; Menezes et al., 2004).

A observacao do efeito proteolitico extracelular em fungos leveduriformes foi
observada inicialmente por Staib (1965), mediante cultivo de C. albicans em meio contendo
soroalbumina bovina como fonte Unica de nitrogénio. As aspartil proteinases possuem um
peso molecular entre 42 a 45kDa e melhor atividade enzimatica a pH 5,0 (Chaffin et al., 1998;
Ribeiro, 2002). A producdo de aspartil proteinases por leveduras do género Candida ¢
mediada por uma familia de isoenzimas (Saps) de pelo menos 10 genes. Atuam com baixa
especificidade pelos substratos e clivam varias proteinas envolvidas na defesa do hospedeiro
como: anticorpos IgA e IgG, queratina, hemoglobina, colageno e mucina (Maffei, 1996; Hube
& Naglick, 2001; Stehr et al., 2002). A importancia destas enzimas, como fator de viruléncia
fungica, foi demonstrada por meio de técnica de fluorescéncia indireta, em pseudomicélios
penetrando mucosas, pela inibicdo de aderéncia de C. albicans a células epiteliais ou a
mucosas humanas pela adicdo de pepstatina A, um reconhecido inibidor de proteases e pela
atenuada viruléncia de mutantes com a dele¢do de genes SAPs (Borg & Ruchel, 1988; El-
Maghrabi et al., 1990; Ruchel et al., 1991; Oller et al., 1994; Hube et al., 1997; Sanglard et al.,
1997; Chaffin et al., 1998; Hube & Naglick, 2001; Stehr et al., 2002).

A produgdo de aspartil proteinases pela Candida parece depender da
variabilidade dos isolados de C. albicans e das diferentes espécies de Candida, fazendo com
que haja uma tendéncia de correspondéncia entre quantificagdo de proteinases ¢ a ordem de
viruléncia das espécies (C. albicans > C. tropicalis > C. parapsilosis > C. krusei > C. glabrata
> C. guilliermondii) (Ruchel et al., 1983; Maffei, 1996; Xu et al., 2000). Esta capacidade
exoenzimatica leveduriforme parece também estar relacionada com cada gene SAP que ¢
regulado no nivel de transcri¢do e é diferentemente evidenciada in vitro e in vivo. Os genes

SAPs 1-3 e 4-6 sdo expressos significativamente em células leveduriformes durante a
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capacidade de aderéncia fungica e na forma miceliana do fungo, respectivamente. Todavia as
amostras de C. albicans da boca evidenciam preferencialmente os genes SAPs 1-3, diante da
capacidade de adaptar-se a diferentes nichos ecologicos do hospedeiro, secretando um tipo de
proteinase especifico. A Sap 2 ¢ a enzima mais detectada em casos de candidiase bucal, com
maxima produ¢do durante a fase logaritmica de multiplicagdo do fungo. Esta também ¢ a
enzima detectada in vitro quando C. albicans sdo expostas a meios de cultura tendo como
fonte unica de nitrogénio albumina bovina (Ray & Payne, 1990; Wright et al., 1992; De
Bernardis et al., 1995; Sanglard et al., 1997; Naglick et al., 1999; Zepellin et al., 1999;
Schaller et al., 2001, Sterh et al., 2002).

A secregdo extracelular das aspartil proteinases por Candida sofre ainda
influéncia do pH da saliva da boca. Pacientes submetidos a tratamentos oncoldgicos e com
alto indice de processos cariogénicos, além de favorecem a proliferacao de leveduras na boca,
criam condi¢des que propiciam uma maior atividade enzimatica proteolitica (Henning &
Perrone, 2001y).

As fosfolipases constituem outro grupo de enzimas associadas aos mecanismos
de colonizacdo e/ou infecciosidade de C. albicans, sendo descritas inicialmente por Werner
(1966) que observou tal atividade entre isolados de C. albicans em meio enriquecido com
gemas de ovos (fosfodilcolina e fosfatidiletanolamina). Bioquimicamente, as secre¢des de
fosfolipases por cultivos de Candida sdo condicionadas por pH éacido (3,6 a 4,7) e
inversamente dependente da concentracdo de carboidratos como: glicose ou lactose presente
no meio de cultura (Prince et al., 1982; Samaranayake & MacFarland, 1990; Henning &
Perrone, 2001,; Ribeiro et al., 2002).

C. albicans secreta as fosfolipases A, B ¢ C. Estas enzimas hidrolisam ligacdo
¢éster de glicerofosfolipidios. Contudo cada enzima tem a habilidade de clivar uma ligacao
¢éster especifica. As letras A, B, C e D sdo usadas para a diferenciagdo entre as fosfolipases,
indicando qual a ligagdo éster na molécula de fosfolipidio ¢ o alvo de uma determinada
enzima (Ghannoum & Rice, 2000; Ribeiro, 2002).

As fosfolipases possuem dupla importancia na a¢ao colonizante e/ou infecciosa
de C. albicans: participa no controle de multiplicagdo do fungo, em decorréncia da sua
presenca nas extremidades das formas miceliais e atua também na danificacdo dos
constituintes lipidicos da estrutura celular integrante da superficie da mucosa infectada

(Henning & Perrone 2001y; Ribeiro et al., 2002). Dez membros da familia de genes lipase
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(LIPs 1-10) respondem pela atividade das fosfolipases secretadas pelas C. albicans. A maioria
destes genes ¢ transcrita durante a transicao da fase levedura-hifa e pode ser ainda atribuida, a
esta familia de enzimas a persisténcia de C. albicans nos tecidos hospedeiros (Hube et al.,
2002). A fosfolipase B, produto do gene LIP 1 ¢ a enzima fosfolipidolitica mais estudada em
C. albicans, com 6tima atividade em pH 6,0 e elevada viruléncia. O método de detecg¢do de
fosfolipases in vitro, proposto por Prince et al., 1982 permite evidenciar apenas a fosfolipase
B uma vez que as zonas de precipitacao ao redor das colonias s3o constituidas por complexos
de calcio com acidos graxos livres e a atividade transacilase ndo resulta na liberacao de acidos
graxos livres (Ibraim et al., 1995; Ghannoum & Rice, 2000).

Diversos estudos tém demonstrado que a maioria dos isolados de C. albicans ¢é
produtor de aspartil proteinases e fosfolipases, reforgando a relevancia dessas enzimas como
elementos integrantes do mecanismo de viruléncia fungica. A detec¢do da producdo de
enzimas extracelulares por C. albicans, isoladas da boca de pacientes diabéticos, fumantes,
imunodeprimidos, oncolédgicos, isenta de lesdes clinicas, colonizada por bactérias e fungos e
com auséncia de dentes cariados, mostrou variagdes da atividade enzimatica com a produgao
de aspartil proteinases entre 68,7 e 100,0% das amostras e de fosfolipases entre 71,9 e 100,0%
(Quirino, 1990; Silveira et al., 1993; Barreto de Oliveira, 1993; Oliveira et al., 1998, Candido
et al., 2000; Martins et al., 2002,; Mardegan et al., 2006).

1.5.4. Sensibilidade a toxinas killer

Polonelli et al., 1990 preconizaram um outro método para tipagem de leveduras
denominado de sistema Killer. Este sistema baseia-se na suscetibilidade dos isolados de
Candida aos efeitos toxicos de nove diferentes leveduras Killer pertencentes ao género Picchia
¢ Hansenula. Quanto as caracteristicas bioquimicas, estas toxinas sdo glicoproteinas de baixo
massa molecular, sensiveis as enzimas proteoliticas, alteragdes de temperaturas ¢ pH. Seu
mecanismo de agdo caracteriza-se por induzir a formagdo de poros na membrana
citoplasmatica, acarretando uma alteragdo da permeabilidade com a saida de ions potéassio
para o meio, inibi¢do do transporte ativo de aminodcidos, acompanhado de acidificagdo do
interior celular, o que resulta em lise celular (Kogan, 1983; Bendova, 1986, Maffei, 1996;

Ribeiro, 1997; Martins et al., 2002,; Martins et al., 2002y).
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A boa reprodutibilidade do sistema killer na tipagem de leveduras fez com que
Morace et al., 1984 sugerissem o emprego deste método na caracterizacdo de espécies de
leveduras do género Candida e Cryptococcus. A sensibilidade a toxinas Killer constitui um
dos métodos fenotipicos empregados para tipificar leveduras de Candida, além de permitir
uma melhor compreensdo da epidemiologia leveduriforme quanto a variabilidade de isolados
envolvidos na colonizagdo de um sitio anatomico e/ou no estabelecimento de uma infeccgao
por Candida.

Varios estudos tém evidenciado a diversidade de killer-tipos apresentada por C.
albicans oriundas da boca de individuos. Caramalac, 1995 detectou os Killer-tipos: 211, 288 ¢
611 de recém-nascidos. Maffei, 1996; os killer-tipos: 111, 211 e 212 de gestantes. Oliveira et
al., 1998; os Killer-tipos: 511 ¢ 811 de pacientes oncologicos. Martins et al, 2002, os killer-
tipos: 111, 114, 116, 411, 443 ¢ 888 de individios com a boca colonizada por bactérias e

fungos. De acordo com esses estudos, verifica-se que o killer-tipo 111 é o mais freqiiente.

1.5.5. Suscetibilidade in vitro a drogas antifangicas

Os principais agentes antifingicos, em uso no Brasil, com agdo sobre Candida
sdo os poliénicos, anfotericina B e nistatina, os azélicos que possuem dois ou trés atomos de
nitrogénio no anel azdlico e sdo, respectivamente, classificados como: imidazdlicos
(cetoconazol e miconazol) ou triazolicos (itraconazol, fluconazol, voriconazol, ravuconazol e
posaconazol) e os pirimidinicos (5-fluorocitosina) (Colombo, 2003; Sidrim & Rocha, 2004).

As drogas antifngicas de emprego mais freqiiente na clinica terapéutica (poli€nicos e
azois) inibem o ergosterol, principal esterol da membrana plasmatica dos fungos, e este ¢
analogo ao colesterol de células humanas. O ergosterol estd envolvido em fungdes celulares
como a fluidez e integridade da membrana e no funcionamento de vérias enzimas que se ligam
a membrana da célula fungica como a quitina sintetase, enzima importante para multiplicagao
e divisao celular (White et al., 1998; Ribeiro, 2002; Sidrim & Rocha, 2004).

Os poliénicos, anfotericina B e nistatina, atuam diretamente no ergosterol.
Apresentam porg¢des hidrofilicas e hidrofobicas na molécula que se ligam a membrana fingica
formando poros permedveis a saida de agua e de pequenas moléculas essenciais a
sobrevivéncia de microrganismo, especialmente ions de potassio, amodnio, fosfato e com o

progredir da lesdo, também acugares, éteres, nucleotideos e proteinas. Em conseqiiéncia da
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alteracdo da permeabilidade da membrana ocorre apoptose celular (Dommer & Lehrer, 1993;
Lance et al., 1995; Barros et al., 2000; Pinto 2003).

Os azodlicos, abrangendo imidazolicos e triazolicos, interagem com a enzima
lanosterol 14o0-demetilase, um citocromo P-450, com uma molécula heme como sitio ativo,
envolvida na biossintese do ergosterol a partir do esqualeno, o qual ¢ produzido a partir de
acetato. Este grupo de drogas liga-se ao atomo de ferro do heme da lanosterol 14a-demetilase
evitando a demetilagdo do lanosterol. A inativacdo da enzima leva ao acumulo de esterois
metilados, precursores do ergosterol, resultando na formag¢do de uma membrana fingica com
estrutura e fungdes alteradas, que interfere no crescimento do fungo (White et al., 1998;
Ghannoum & Rice, 1999; Ribeiro, 2002).

A 5-fluorocitosina ¢ uma pirimidina sintética empregada em um espectro de
infecgdes fungicas, sendo geralmente utilizada em combinagdo com anfotericina B no
tratamento de algumas micoses profundas, como aquelas causadas por Cryptococcus
neoformans e espécies de Candida. Esta droga penetra na célula fingica por intermédio de
uma citosina-permease especifica, nado encontrada em células de mamiferos, denominada
citosina-desaminase. Em seguida, ¢ convertido em 5-fluoracil e ¢ incorporada a cadeia de
RNA em lugar da uracila com alteracdo da sintese protéica fingica. A 5-fluorocitosina tem
sido muito empregada com a anfotericina B, visto que essas drogas interagem sinergicamente
em virtude da acdo da anfotericina B, que afeta a permeabilidade celular, permitindo, assim,
uma maior penetracdo e distribui¢do da 5-fluorocitosina no interior da célula fungica
(Richardson & Warnock, 1999; Sidrim & Rocha, 2004).

O emprego dos testes de suscetibilidade in vitro para fungos tem por finalidade
nortear a selecdo e controle da terapia antifingica. Visa a obten¢do de informagdes relevantes
quanto a pesquisa de novas substancias, resisténcia aos antifingicos de uso freqiiente, controle
terap€utico de infecgdes e caracterizagdo de amostras fungicas (Colombo et al., 1995; Maftei,
1996; NCCLS, 1998; Pinto, 2003).

A padronizacdo dos testes de suscetibilidade para leveduras do género Candida
e Cryptococcus neoformans foi definida pelo NCCLS (1997) (National Commitee for Clinical
Laboratory Standards) dos Estados Unidos da América, atualmente denominado de CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), a fim de padronizar os resultados. Este método
baseia-se na macrodilui¢do em caldo, com a utilizagdo de um meio quimicamente definido

(RPMI-1640 tamponado com MOPS para obtengado de pH 7,0), indculo padronizado por
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espectrofotometria contendo 0,5 a 2,5 x 10°células/mL ¢ a leitura ap6s 48 horas de incubagéo
a 35°C. Para facilitar seu emprego é recomendado o micrométodo (microdilui¢do em placas
com multiplos pogos), por ser mais pratico (Colombo et al., 1995; Maffei, 1996; NCCLS,
1997; Pinto, 2003; Sidrim & Rocha, 2004).

A aplicabilidade dos métodos de suscetibilidade in vitro a antifingicos, fazendo
uso de testes de diluicdo em meio liquido e s6lido, continua sendo mais empregado no ambito
de pesquisa, visto que a complexidade de execucdo os torna inviaveis na rotina laboratorial.
Embora constitua uma importante ferramenta para todos os pesquisadores da area por sua
consistente reprodutibilidade, permitindo comparacao de resultados entre os laboratorios,
diante da aceitabilidade do protocolo M27-A apresentado pelo NCCLS dos Estados Unidos da
América que preconiza os procedimentos para a realizacdo dos testes de suscetibilidade de
leveduras aos antifiingicos (anfotericina B, azo6is e 5-fluorocitosina) (NCCLS, 1997; Ribeiro,
2002; Pinto 2003; Sidrim & Rocha, 2004).

Estudos realizados com C. albicans da boca de pacientes de diversas
procedéncias clinicas mostraram os indices percentuais de isolados sensiveis as drogas
antifingicas testadas. Paniagua et al., 2002; analisando 80 C. albicans provenientes da
garganta de pacientes atendidos no Hospital Universitario da Universidade do México,
detectaram todas as leveduras suscetiveis in vitro a anfotericina B e a 5-fluorcitosina. Pinto,
2003 verificou que as 120 C. albicans isoladas da boca e es6fago de pacientes HIV positivos,
advindos da Santa Casa de Misericordia e do Hospital das Clinicas da Univerdade Federal do
Espirito Santo foram sensiveis in Vitro aos antifungicos: anfotericina B, fluconazol,
itraconazol e 5-fluorocitosina. Diaz-Lopes, 2004 detectou que 32 C. albicans da boca de
pacientes oncologicos, procedentes do Instituto Nacional de Cancerologia da Colombia
apresentaram um perfil de suscetibilidade in vitro de 78,5% dos isolados a anfotericina B;
32,1% ao itraconazol e 57,1% ao fluconazol. Wingeter et al., 2007 presenciaram em 58 C.
albicans da boca de pacientes com infecgdo pelo HIV, atendidos no Laboratério de Ensino e
Pesquisa em Analises Clinicas da Universidade de Maringud, suscetibilidade de 96,0% dos
isolados a anfotericina B, 56,0% ao fluconazol e 72,0% ao itraconazol.

A constante avaliagdo in vitro de leveduras do género Candida resistentes as
drogas antifingicas presentes no mercado constitui uma preocupacdo clinico-laboratorial
freqliente. Derivados poliénicos podem ter a acdo farmacoldgica prejudicada por alteragdes na

composi¢ao dos lipidios da membrana plasmatica fungica e a atividade da catalase do fungo
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aumentada com reduzida sensibilidade aos danos oxidativos destes medicamentos. Os
azolicos, de maneira geral, tém a suscetibilidade reduzida frente aos isolados de Candida em
decorréncia da pouca afinidade de ligagdo da enzima 14a-demetilase ao antifingico,
vinculado ao aumento de sua atividade enzimatica e elevado conteudo de ergosterol do fungo.
A resisténcia fungica as drogas pirimidinicas ¢ provavelmente favorecida pela perda ou
mutacao de qualquer das enzimas associadas a sua conversao e incorporacao a transcri¢ao do
RNA do fungo, no caso de C. albicans, a constitui¢do deste acido nucléico ¢é afetada por
mutagdo que inibe a produgcdo de UMP PP-fosforibosil transferase (Zait et al., 1998).

A detecgdo da suscetibilidade in vitro de isolados de Candida as drogas
antifungicas permite delinear o arsenal de farmacos disponivel a terapéutica das infecgdes por

Candida.

1.6. Genotipagem de C. albicans

Os sistemas de tipagem que utilizam métodos de genética molecular tém sido
preferidos e recomendados pela sua reprodutibilidade e alto poder discriminatorio. Isto ocorre
em decorréncia destes métodos conseguirem detectar pequenas diferencas nas seqiiéncias de
acidos nucléicos em relagdo as espécies ou entre isolados pertencentes a uma mesma espécie
(Lortholary et al., 1995; Gottfredsson et al., 1998; Olive et al., 1999; Ribeiro, 2002).

As técnicas moleculares, como: a caracteriza¢gdo do DNA mitocondrial, o uso de
oligonucleotidios fluorescentes, o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism —
Polimorfismo de Tamanho de Fragmentos de Restri¢do), o PFGE (Pulsed Field Gel
Eletrophoresis — Eletroforese em Gel de Campo Pulsado) ¢ o RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA — DNA Polimorfico de Amplificagdo Randomizada) sdo novas ferramentas
que vém sendo empregadas na identificacdo do genoma, permitindo avaliagdes sobre a relagdo
filogenética de fungos (Ribeiro, 2002; Pinto, 2003).

Dentre estas técnicas moleculares cabe ressaltar o RFLP, método que consiste
basicamente na extracdo do DNA gendmico, digestdo com enzimas de restricdo que clivam o
DNA em sitios especificos. Quando isolados da mesma espécie possuem praticamente a
mesma seqiiéncia de DNA. Ao contrario, se isolados apresentam variagdes na seqiiéncia de
nucleotideos, estas diferengas serdo percebidas pelo pleomorfismo dos fragmentos de restrigao

(Soll, 2000; Ribeiro, 2002).
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O PFGE tem sido empregado, por sua vez, na analise de fragmentos
cromossdmicos de elevado peso molecular. A utilizagao desta técnica permite analisar padrdes
de DNA genomico, expressando diferencas significativas discriminatérias e avaliagdo do
polimorfismo cromossdmico existente entre as mesmas (Stevens et al., 1990; Vasquez et al.,
1991; William et al., 1993; Birren & Lai, 1994; Pinto et al., 2002).

O aprimoramento e as aplicagdes de metodologias baseadas na PCR
(Polymerase Chain Reaction — Rea¢do em Cadeia da Polimerase) permitem intensificar a
comparacao entre a diversidade de amostras de DNA em analise. As causas do sucesso destas
metodologias compreendem: rapidez de execucdo, reprodutibilidade e a utilizacdo de
quantidades minimas de DNA, além de uma ampla aplicabilidade. A analise do DNA
favoreceu atingir altos niveis de sensibilidade e detalhamento das moléculas como, por
exemplo: ubiqiiidade, estabilidade e plasticidade, tornam a técnica ideal para estudos
evolutivos e de polimorfismo (Pinto et al., 2002).

A RAPD baseia-se na obtencdo de polimorfismos de DNA amplificados
aleatoriamente, sem a necessidade de conhecimento prévio de seqiiéncias do DNA do
organismo em estudo, ndo necessitando, portanto de iniciadores especificos (Williams et al.,
1990; Wesh & McClelland, 1990). A ligagcdo dos iniciadores a multiplos sitios do genoma
permite a amplificagdo de segmentos andnimos, que ndo tem correlagdo com regides
transcritas ou ndo transcritas, repetitivas ou nao, variaveis ou conservadas. Isto possibita a
producao de padrdes de bandeamento que refletem a constitui¢ao geral do genoma, permitindo
estimar a semelhanga genética entre os organismos estudados (Mullis & Faloona, 1987;
Williams et al., 1993).

A técnica de RAPD vem sendo aplicada em varios estudos, inclusive nos que
envolvam leveduras do género Candida (Hamelin et al., 1993; Tomerup et al., 1995; Sullivan
et al., 1995; Xu et al., 1999; Alonso-Vargas et al., 2000).

Hamelin et al., 1993 e Tomerup et al., 1995 utilizaram a técnica RAPD para
identificar diferengas entre algumas espécies do género Candida e entre linhagens da mesma
espécie fisiologicamente semelhantes. A técnica de RAPD pode ser util na caracterizagao
genotipica para descrigdo taxonOmica, na confirmagao de testes bioquimicos de identificagdo
de isolados clinicos e na sorotipagem em investigacdes epidemioldgicas de diversos fungos

patogénicos (Sullivan et al., 1995; Xu et al., 1999; Alonso-Vargas et al., 2000; Pinto, 2002).
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Sullivan et al., 1995 realizaram os estudos fundamentais para a defini¢do de C.
dubliniensis como uma espécie diferente de C. albicans, pela associacdo das técnicas de
RAPD e cariotipagem. Alonso-Vargas et al., 2000 a utilizaram permitindo separar isolados de
C. albicans em quatro genétipos diferentes, em relagdo a um inico gendtipo observado em C.
dubliniensis. Resende et al., 2004 ¢ Valério et al., 2006 fazendo uso ainda da técnica RAPD,
conseguiram distinguir as espécies de Candida (albicans, tropicalis, parapsilosis, glabrata,
krusei e guillermondii) entre si, oriundas de diversos sitios anatomicos devido procedimentos
invasivos em pacientes hospitalizados e, intraespecificamente, C. albicans isoladas de
diversos materiais clinicos, respectivamente.

O emprego e o aprimoramento constante das técnicas de genotipagem vém
permitir uma melhor compreensao sobre as relagdes filogenéticas das espécies de organismos

vivos, inclusive das espécies de Candida.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

1. Verificar os aspectos bioldgicos apresentados pelas leveduras de Candida isoladas da saliva
de criangas com e sem Sindrome de Down e de pais e/ou responsaveis pelas criangas com
irregularidade cromossdmica e imunoldgicos das criangas portadoras de Sindrome de
Down.

2.2 Objetivos especificos

1. Isolar e identificar leveduras na saliva de criancas com e sem Sindrome de Down e de pais

e/ou responsaveis pelas criangas com trissomia 21.

2. Caracterizar por tipagens fenotipicas os isolados de Candida.

3. Determinar a suscetibilidade in vitro das amostras de Candida a quatro antifingicos.

4. Genotipar e correlacionar as leveduras do género Candida isoladas da boca de criangas

com Sindrome de Down e pais e/ou responsaveis.

5. Quantificar as imunoglobulinas IgA, IgM e IgG totais no soro sangiiineo das criangas com

Sindrome de Down.



3. Materiais e Métodos

3.1. Aspectos éticos do estudo

O Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias (HC/UFG) aprovou a presente pesquisa € os pais
e/ou responsaveis (P e/ou R) pelas criangas com e sem Sindrome de Down (CCSD e CSSD)
forneceram consentimento informado e esclarecido aos pesquisadores para a realizacdo deste
trabalho (Anexo 1). Todos os individuos, inclusos neste estudo, tiveram assisténcia
odontoldgica integral, mesmo que diante de livre e espontanea vontade de escolha, vinhessem
a desistir de participar da pesquisa e foram cadastrados no Programa de Assisténcia
Odontologica Infantil junto a comunidade da Faculdade de Odontologia da Universidade

Federal de Goias (FO/UFG) (Francisconi & Goldim 1998).

3.2. Delineamento do estudo

Este trabalho foi um estudo de caso controle onde o tamanho das amostras teste e
controle advieram de estudo piloto, em decorréncia de auséncia de prevaléncia de casos de
CCSD portadoras de leveduras de Candida na boca. Como também foi efetuado um estudo
descritivo do perfil das imunoglobulinas séricas dessas CCSD no intuito de verificar a sua
eficacia no processo de defesa do hospedeiro.

O tamanho dos grupos de amostras populacionais (CCSD e CSSD) para este
estudo decorreu de prévia analise estatistica no propodsito que o intervalo de confianga desta
amostragem fosse reduzido tornando mais preciso os resultados com Odds ratio entre 15,0 a

20,0.

3.3. Amostras de saliva e sangue

Foram coletadas 40 amostras de saliva de CCSD com trissomia 21 simples e uma

amostra de saliva dos P e/ou R por cada CCSD. Outras 80 amostras de saliva de CSSD foram
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analisadas. Das 40 CCSD foram coletadas uma amostra de sangue. O grupo teste (CCSD),
controle (CSSD) e o grupo de P e/ou R foram provenientes dos pacientes atendidos na
Unidade da Clinica de Odontologia Infantil da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Goias (UOI/FO/UFG) na cidade de Goiania, Estado de Goias/Brasil.

As criangas selecionadas aleatoriamente para este estudo tiveram uma faixa
etaria de zero a 11 anos de idade, ambos os géneros, mucosa da boca integra, sem
manifestacdo clinica de doencga, que ndo estivesse fazendo uso de antimicrobiano ha um més e
que possuiam exame clinico-bucal considerado fisiologicamente normal apods avaliacdo
odontoldgica. Os P e/ou R também apresentavam a boca clinicamente sadia ap6s exame

odontolédgico (Anexo 2).

3.4. Coleta de saliva e sangue

A saliva foi coletada com swabs esterilizados da mucosa jugal das criangas e dos
demais pacientes inclusos neste estudo para o isolamento de leveduras do género Candida.
Em seguida foi depositada em tubos de ensaio 15x160mm, fechados com tampao de algodao
hidrofobo, contendo 4,0mL de solucdo salina e transportada ao Laboratério de Fungos
Patogénicos do Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica da Universidade Federal de
Goias (LFP/IPTSP/UFG).

Para obtencao do soro, foram coletados 3,0 a 5,0mL de sangue em uma pun¢ao
venosa de cada CCSD. O soro obtido por centrifugagdo foi armazenado em trés aliquotas e
mantido em freezer a - 70°C para a formagdo da soroteca. Este material biologico foi mantido

no Laboratorio de Imunologia do IPTSP/UFG

3.5. Isolamento, identificacdo e manutenc¢éo de leveduras

Apos a homogeneizac¢do de cada solugdo de salina pelo swab, contendo saliva
dispersa no meio, este material foi semeado assepticamente, em duplicata, em tubos de ensaio
de 15x160mm, fechados com tampdo de algoddo hidrofobo, contendo 5,0mL de éagar
Sabouraud dextrose inclinado acrescido de O,Img.mL'1 de cloranfenicol, pH ajustado entre 5,6

a 6,0 e mantido a temperatura ambiente por 15 dias.
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As coldnias leveduriformes de cor branco-amareladas, cremosas e imidas, que se
desenvolveram, foram identificadas, segundo Kreegen-Van Rij, 1984 e Lacaz et al., 1991 e

mantidas na micoteca a temperatura ambiente com repiques bimestrais.

Uma amostra de C. albicans ATCC 18804 foi empregada como controle positivo

em todos os testes realizados.

A composi¢ao dos meios de cultura, procedéncia e preparagao estdo descritas em

Anexo 3.

3.5.1. Teste de Reynolds-Braude

As amostras de Candida, cultivadas em agar Sabouraud dextrose por 24-48
horas, foram inoculadas, apds obten¢do de suspensdo de 1,0mL em agua destilada e
autoclavada, contendo aproximadamente 10 a 10°ufc/mL através de contagem das células em
camara de Neubauer, centrifugacdo a baixa rotacdo e ressuspensdo, em tubos de ensaio de
13x60mm, contendo 0,5mL de soro fetal bovino, em banho-maria a 37°C por quatro horas.
Durante este periodo, a cada intervalo de uma hora, uma gota de suspensdo destas amostras foi
examinada ao microscopio (objetiva de 40X) entre a ldmina e laminula. A evidenciacdo do

tubo germinativo configura teste positivo.

3.5.2. Microcultivo em lamina

Volumes de 3,0mL de agar corn-meal, fundido, foram distribuidos, com auxilio
de uma pipeta esterilizada, em camada fina sobre laminas previamente preparadas em camara
de microcultivo (placas de Petri de 20x100mm, bastao de vidro em U, lamina, laminula e
chumago de algodao hidréfilo) em condigdes assépticas. Apds a solidificacdo do meio, os
isolados, cultivados por 24-48 horas em agar Sabouraud dextrose, foram semeados em trés
estrias finas na superficie do agar e coberta com laminula. Foi adicionada agua destilada e
esterilizada ao algodao, presente na placa, para obtencdo de uma cdmara umida. O sistema foi
fechado e incubado a 25°C por até 96 horas. As leituras foram realizadas diariamente,
pesquisando-se a presenca de micélios verdadeiros, pseudomicélios, blastosporos e

clamidosporos.
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3.5.3. Testes bioquimicos

3.5.3.1. Auxanograma

Foi realizado pela adigdo de 2,0mL de cada suspensdo das leveduras cultivadas
em agar Sabouraud dextrose por 24-48 horas (in6culo preparado em solucdo salina
esterilizada e ajustado em 3 na Escala de McFarland) a uma placa de Petri de 20x100mm e,
em seguida, vertido 18mL de meio basico de carbono resfriado a 45°C. Apos a solidificagdo,
adicionaram-se em pontos eqiiidistantes os aglicares (dextrose, maltose, galactose, lactose,
sacarose, rafinose e celobiose), incubando-se a 25°C por 96 horas. As leituras foram realizadas
diariamente, objetivando verificar a assimilagdo de cada agticar, mediante a formacao de halos

claros.
3.5.3.2. Zimograma

O teste foi realizado mediante a inoculagao de 0,1mL de suspensdo de leveduras,
cultivadas por 24-48 horas em 4gar Sabouraud dextrose, na turbidez 3 na Escala de McFarland
em tubos de ensaio de 12x120mm, contendo 5,0mL de meio béasico com aglcar (maltose,
glicose, sacarose ou lactose) a 2%, fechado com tampdo de algoddo hidrofobo e incubado a
25°C por 20 dias. A formagdo de gas no interior dos tubos de Durham foi observada,
diariamente, para verificar a fermentagdo dos aglicares, mediante mudanca de coloragdo do

meio.

3.6. Determinacao das caracteristicas fenotipicas de Candida

3.6.1. Morfotipagem

A morfotipagem foi realizada segundo Phongpaichit et al., 1987 e Hunter et al.,
1989. As leveduras do género Candida, cultivadas em tubos de ensaio de 15x160mm
contendo agar Sabouraud dextrose por 48 horas a 25°C, foram utilizadas na preparagdo de
3,0mL de suspensodes feitas em agua destilada e esterilizada (indculo ajustado a 3 na Escala de
McFarland). Cada suspensdo foi inoculada (trés por placa de Petri de 20x100mm) na

superficie do agar extrato de malte com auxilio de swabs esterilizados a fim de formar uma
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estria padronizada de 8mm de largura por 60mm de comprimento. As placas foram incubadas
a 25°C por dez dias, com a inoculagdo de cada levedura sempre realizada em duplicata. A
leitura foi feita com base nos aspectos macromorfoldgicos da franja e topografia da colonia. A
mesma foi codificada pela seqiiéncia de quatro digitos conforme modelo proposto por Hunter
et al., 1989 (Quadro 1).

Quadro 1. Modelo de tipificagdo de morfotipos de espécies de Candida segundo Hunter et al.,
1989

Ordem dos digitos Valores
1° Franja — Distribui¢do Ausente 0
Descontinua (< 20% da margem) 1
Descontinua (20 a 50% da margem) 2
Descontinua (60 a 90% da margem) 3
Continua, somente na periferia ou fios conspicuos em leque 5
Continua, com filamentos paralelos 7
2° Franja — Comprimento Ausente 0
Igual ou menor a 2mm 2
Entre 3 a Smm 3
Igual ou maior a 6mm 5
3° Franja — Textura Ausente 0

Muito grosseira 1

Grosseira 2
Intermediaria 3
Fina 4
4° Superficie — Topografia Lisa 0
Nodular 1
Escavada 2
Crateriforme 4
Crateriforme com dobras e pregas 5
Dobras e pregas 6
Pélos 8

3.6.2. Tubotipagem

Descrito no teste de Reynolds-Braude (item 3.5.1).
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3.6.3. Enzimotipagem (aspartil proteinases e fosfolipases)

As amostras de Candida, obtidas de culturas de 24-48 horas em agar Sabouraud
dextrose, foram semeadas com alca de platina em pontos eqiiidistantes no meio de albumina
(placas de Petri de 20x100mm) e incubadas a 37°C durante 24-48 horas para a detec¢do de
producao de aspartil proteinases (Riichel et al., 1982) e no meio enriquecido com gemas de
ovo (placas de Petri de 20x100mm) e incubadas por 72-96 horas a 37°C para verificagdo da
producdo de fosfolipases (Prince et al., 1982). A leitura de cada atividade enzimatica (P,) das
amostras-teste decorreu da detec¢do de um halo opaco de precipitagdo ao redor do ponto de
inoculagdo das amostras de levedura, medida através da razao entre o didmetro da colonia (dc)
e o diametro da colonia mais a zona de precipitacao (dcp), ou seja, P, = dc/dcp e utilizada
como unidade de medida o centimetro (cm). Os resultados foram divididos em cinco niveis
para melhor diferenciagcdo e visualizagdo da atividade enzimatica por leveduras do género
Candida:

P, = 1,00 — producao ausente (PA)
0,99 <P,>0,75 — producao fraca (PF)
0,74< P,> 0,50 — produgao intermediaria (PI)
0,49<P,> 0,25 — produgao alta (PAL)
0,24< P,> n — produgdo muito alta, (PMAL), sabendo que n= {x € R/ x<0,24 e £ 0}

3.6.4. Tipagem pela sensibilidade a toxinas killer

Os isolados de Candida estudados, bem como as leveduras produtoras de toxinas
killer (K; a Ky), foram previamente incubadas em meio de agar Sabouraud dextrose
modificado, sem azul de metileno, a 25°C por 48 horas antes dos testes. Das amostras-teste,
foi preparada uma suspensdo em tubos de ensaio de 13x60mm, contendo 1,0mL de 4gua
destilada e esterilizada, propiciando a formagdo de indculo correspondente a 5 na escala
McFarland, e esta foi adicionada e homogenizada, em placa de Petri 20 x 100mm esterilizada,
com 20mL do meio de Sabouraud modificado previamente fundido e resfriado a 45°C. Apos a
homogeneizagdo, foi semeada com alca de platina no meio solidificado, em pontos

eqiiidistantes, as amostras de leveduras killer (K; a Ky). As placas foram incubadas a 25°C por
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72 horas. Foram considerados sensiveis (+), os cultivos que produziram halo incolor e/ou zona
de inibi¢do com colonias azuis, ao redor do cultivo padrdo, e resistentes (-), crescimento ao
redor das leveduras Killer. Os resultados da tipagem foram designados pelo esquema proposto
por Polonelli et al., 1990 composto por trés digitos, onde cada um representa a combinagao

dos resultados obtidos no conjunto de trés cepas padrao (Quadro 2).

Quadro 2. Cddigo de leitura aplicado ao sistema killer proposto por Polonelli et al., 1990

Atividade do 1° “triplet” de leveduras Atividade do 2° “triplet” de leveduras Atividade do 3° “triplet” de leveduras
Ky K, K3 Codigo K4 Ks Ks Codigo K5 Ky Ko Codigo
+ + + 1 + + + 1 + + + 1
+ + - 2 + + - 2 + + - 2
+ - + 3 + - + 3 + - + 3

+ + 4 + + 4 + + 4

+ 5 + 5 + 5

+ 6 + 6 + 6
+ 7 - - + 7 - - + 7
8 8 - 8

Legenda : - levedura sem halo claro ao redor das leveduras-padréo killer
+ levedura com halo claro ao redor das leveduras-padrio Killer

3.6.5. Determinacao da suscetibilidade in vitro a drogas antifungicas

Todas as amostras de Candida identificadas foram testadas quanto a
suscetibilidade in vitro a drogas antifungicas (anfotericina B, fluconazol, itraconazol e 5-
fluorocitosina), utilizando a técnica de microdiluicdo em meio liquido proposto pelo NCCLS
(National Commitee for Clinical Laboratory Standards) dos Estados Unidos da América
(NCCLS, 1997). A anfotericina B e a 5-fluorocitosina foram obtidas da Sigma Chemical
Company e mantidas a 4°C. Os triazélicos (fluconazol e itraconazol) foram utilizados em sua
preparacao comercial (Triazol — capsulas com 150mg de fluconazol e Sporanox - capsulas
com 100mg de itraconazol). Para o preparo da solucdo-estoque foram pesados Smg de cada
droga.

A anfotericina B e o itraconazol foram solubilizados em DMSO, na concentragao

de 1% do volume da solugdo-estoque. O itraconazol foi mantido em banho-maria a 70°C para
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sua total dissolu¢do. Quanto a solubilizagdo de fluconazol e a 5-fluorocitosina, foi empregada
agua destilada.

Para o poliénico anfotericina B foi preparada solugdo-estoque a 640ug/mL, para
a S-fluorocitosina 1000pg/mL, para o fluconazol 1250pg/mL e para o itraconazol foi
correspondente a 1280ug/mL. A partir das solugdes-estoque foram realizadas dilui¢des
seriadas das drogas em meio sintético RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 com tampao MOPS
para obtengao das concentracdes desejadas das drogas antifiingicas.

Uma seqiiéncia de 12 tubos de hemolise foi separadamente preparada para cada
droga e a cada uma delas foi adicionado 1mL de meio, sendo que ao primeiro, foram
adicionados 9mL de meio e ImL da solugdo-estoque da droga previamente preparada. Em
seguida, deu-se inicio a diluicao seriada retirando-se 10mL do primeiro tubo e passando ao
segundo e assim sucessivamente. As concentragdes testadas correspondem a intervalos citados
na literatura micolégica como padrao de suscetibilidade de amostras de Candida. Para a
anfotericina B foram utilizadas as seguintes concentracdes: 0,02; 0,04; 0,08; 0,125; 0,25; 0,5;
1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0png/mL; para a 5-fluorocitosina: 0,012; 0,024; 0,049; 0,09; 0,19; 0,39;
0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5ug/mL, para o itraconazol: 0,04; 0,08; 0,16; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0;
4,0; 8,0; 16,0 e 32,0ug/mL e para o fluconazol: 0,08; 0,16; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0;
32,0 e 64,0pug/mL. Todas as drogas foram preparadas no momento do teste.

O inoculo de Candida foi cultivado em agar Sabouraud dextrose por 48 horas a
25°C. Esta solugdo foi preparada em 5mL de 4gua deionizada esterilizada e a densidade
celular ajustada em espectrofotometro para transmitancia de 85% em comprimento de onda de
530nm, resultando em uma solugdo aproximadamente com um indculo entre 0,5x10% a
2,5x10%ufe/mL.

Para a realizagdo da técnica de microdilui¢do, foram utilizadas placas de acrilico
com 96 orificios de fundo chato e com tampa (Difco, Detroit, USA). Em cada orificio, foram
dispensados 100ug/mL da concentragdo da droga antifingica e 100pug/mL da solugdo de
suspensdo de Candida-teste. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. As placas com

anfotericina B foram cobertas com papel aluminio para a prote¢ao contra a luz.

A concentracdo inibitéria minima (CIM), para drogas azodlicas, foi definida
como sendo o primeiro poco da placa com reducdo de 50,0% do crescimento celular

leveduriforme, comparado ao crescimento do controle positivo (meio sem droga). Para



35

anfotericina B e 5-fluorocitosina, a CIM foi definida como a mais baixa concentra¢do capaz

de inibir qualquer crescimento visual.

3.7. Similaridade genética de Candida

3.7.1. Extracdo de DNA

Os pares de C. albicans isolados da boca de CCSD ¢ P e/ou R foram cultivadas
em meio YEPD a 37°C por 24 a 48 horas.

A extracdo do DNA gendmico foi baseada no método descrito por Del Poeta et
al., 1999; modificado por Casali et al., 2003. Apos o cultivo deste fungo leveduriforme em
agar YEPD, um indculo de C. albicans foi suspenso em 0,5mL de TENTS, contendo 0,2mL
de pérolas de vidro de 0,45mm e 0,5mL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:10). O
conteudo de cada tubo foi homogeneizado em vortex por dois minutos. Apds a centrifugagao
por dez minutos a 13.000g, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo, adicionado etanol
100% e submetido a temperatura de - 20°C por uma hora para a precipitagdio do DNA. O DNA
precipitado foi ressuspendido em 0,5mL TE contendo 50ug/mL de RNAse e incubado a 37°C
durante 30 minutos. O DNA foi desproteinizado e extraido da amostra pela adi¢do de igual
volume de fenol:cloroformio. Em seguida, o DNA foi precipitado com etanol 70% e depois de

seco, foi ressuspenso em 100ug/mL de TE e estocado a - 20°C.

3.7.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para PCR foram usados 2uL (100ng/uL) do DNA de Candida, S5uL. de tampdo de
PCR 10X (Tris-HC1 200mM, pH 8,4 ¢ KCl 500mM), dANTP 200uM, MgCl,, primer 1uM e
Taq Polimerase 1,5U (Invitrogen). Os primers utilizados na rea¢do foram RSD10 5°’-
CCGCAGCCA-3’e RSDI12 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3> (IDT Technologies)
(Samaranayake et al., 2003). O DNA foi desnaturado por cinco minutos a 94°C acrescido de
cinco ciclos que incluiam 30 segundos de desnaturagdo a 94°C, dois minutos de anelamento a
52°C e dois minutos de extensdo do primer a 72°C, seguido por 45 ciclos com 30 segundos de

desnaturagdo a 94°C, dois minutos de anelamento e dois minutos de extensdo do primer a
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72°C. A reagio foi mantida a 72°C por 15 minutos. Tubos controle sem DNA foram incluidos
em cada conjunto de reacdes e a reprodutibilidade foi observada (Lehmann et al., 1992;
Steffan et al., 1997). O gel foi corrido a temperatura ambiente em tampdo TBE. Apds, foi
realizada a eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose 1,2% corado com brometo de

etidio.

3.8. Dosagem de imunoglobulinas séricas totais por turbidimetria

Este teste baseou-se na precipitacao de IgA, IgM ou IgG presente no soro por
anticorpos anti-IgA, IgM ou IgG humana. A concentracdo do anticorpo na amostra foi
diretamente proporcional a dispersdo de luz gerada pelo complexo antigeno-anticorpo que foi
medida por turbidimetria. As amostras e os reagentes foram pré-aquecidos a 37°C. Anti-IgA
ou anti-IgM (500uL) acrescida de 25uL de soro teste diluido 1/10 em salina, ou anti-IgG
(500uL) acrescida de 10uL do soro teste diluido 1/10 em salina, foi incubada por cinco
minutos a 37°C, lendo-se a absorbincia a 340nm exatamente cinco minutos apds a adi¢do da
amostra (Kits Bioclin K061, K062 ¢ K063). A curva de calibragao foi tragada langando a
absorbancia das amostras do padrdo (Kit calibrador, Bioclin K064) na ordenada (aplicando-se
o fator de correcdo indicado pelo fabricante) e concentragdo de IgA, IgM ou IgG em mg/dL na
abcissa. Apo6s adi¢do de linha de tendéncia, calculou-se a concentragdo de anticorpos
aplicando-se a formula vinculada ao grafico. Os valores de referéncias sdao mostrados no

quadro 3 das imunoglobulinas séricas humanas.

Quadro 3. Valores de referéncias das imunoglobulinas séricas humanas

Idade IgA (mg/dL) Idade IgM (mg/dL) 1gG (mg/dL)
Sangue do corddo até 4 Neonatos 9a35s 50 a 1.500
umblical

1 més até 50 1 a 3 meses 10a87 190 a 780

2 a 5 meses 4a80 3 a 5 meses 15a120 60 a 860
6 a 9 meses 8a80 6 a 12 meses 18 a 104 250 a 1.180
10 a 12 meses 15a90 1 a2 anos 20a 190 350 a 1.200
1 a2 anos 15a110 2 a4 anos 20a 200 500 a 1.440
2 a3 anos 18a 150 4 a 8 anos 20a210 610a1.420
4 a5 anos 25a180 8 a9 anos 20a 175 570 a 1.410
6 a 8 anos 35a265 9 a 1lanos 30a155 630 a 1.400
9 a 12 anos 68 a333 11 a 15 anos 30a150 630a1.510
Adultos 70 a 380 Adultos 382280 650 a 1.500

Fonte: Bioclin (Quibasa Quimica Basica Ltda)
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3.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados, quando pertinente, através do teste qui-
quadrado (X?), para a analise de homogeneidade de proporgdes, utilizando um nivel de

significancia igual a 0,05 (Tabelas 1, 5, 6 ¢ 7).



4. Resultados

4.1. Isolamento e identificacdo de Candida

Das 160 amostras de saliva coletadas de criangas com (CCSD) e sem Sindrome
de Down (CSSD) e pais e/ou responsaveis (P e/ou R), verificou-se o isolamento de sessenta
(60/160) (37,5%) leveduras do género Candida. Dos cultivos de Candida, trinta e sete (37/40)
(92,5%) leveduras foram detectadas no grupo de CCSD, catorze (14/80) (17,5%) no grupo
controle (CSSD) e nove (9/40) (22,5%) no grupo de P e/ou R. Todas as leveduras isoladas

foram identificadas como C. albicans (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuigdo de Candida albicans nos grupos de criangas com e sem sindrome e

pais e/ou responsaveis atendidos na UOI/FO/UFG.

C. albicans
Leveduras do Criangas com Criangas sem Pais e/ou
Saliva género Candida  Sindrome de Down  Sindrome de Down Responsaveis
(CCSD) (CSSD) (P e/ouR)
N % N % N % N %
Positiva 60 37,5 37 92,5 14 17,5 09 22,5
Negativa 100 62,5 03 7,5 66 82,5 31 77,5
Legenda: n — numero Relagdo entre o nimero de individuos portadores de C. albicans na boca:
% — por cento CCSD x CSSD X = 61,4; p < 0,05

CCSD x P e/ou R X*=40,1; p<0,05

As CCSD portadoras de C. albicans apresentaram uma média de idade de 6,5
anos, sendo que a faixa etdria entre quatro a sete anos de idade apresentava um acentuado
numero de criancas. No grupo CSSD, a faixa etaria de oito a 11 anos de idade caracterizou-se
por uma maior quantidade de criancas e média de idade de 6,7 anos (Tabela 2). Os P e/ou R

apresentaram uma variagdo de idade de 30 a 55 anos de idade e média de idade de 39,4 anos.
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Tabela 2. Faixa etaria das criangas com e sem Sindrome de Down portadoras de Candida

albicans na boca.

Criangas com Criangas sem
Sindrome de Down Sindrome de Down
Idade (CCSD) (CSSD)
(Anos) n=37 (%) n=14 (%)
0-3 09 (21,6) 02 (14,3)
4-17 15 (40,6) 05 (35,7)
811 13 (35,1) 07 (50,0)

Legenda: n — niimero
% — por cento

Em ambos os grupos teste e controle (CCSD e CSSD), houve predominio de
individuos de género masculino. No grupo de P e/ou R caracterizou-se ainda a figura da mae

como o elemento familiar responsavel pela curadoria dos filhos (Tabela 3).

Tabela 3. Género das criangas e pais e/ou responsaveis colonizados por Candida albicans na
boca.

Criangas com Criangas sem
Sindrome de Down Sindrome de Down Pais e/ou Responsaveis
Género (CCSD) (CSSD) (P e/ouR)
n=37 (%) n=14 (%) n=09 (%)
Masculino 25 (67,6) 12 (85,7) 01 (11,1)
Feminino 12 (32,4) 02 (14,3) 08 (88,9)

Legenda: n — niimero
% — por cento

4.2. Caracteristicas fenotipicas das C. albicans
4.2.1. Morfotipagem
A morfotipagem de 60 C. albicans, oriundas da boca de CCSD, CSSD, P e/ou R,

permitiu caracterizar 13 morfotipos diferentes. No grupo teste (CCSD) observou-se o

predominio do morfotipo 5530 (colonia fingica com franja continua em leque, igual ou maior
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a 6mm, de textura intermediaria e superficie lisa). Ambos os grupos controle (CSSD) e P e/ou
R caracterizaram-se pelo elevado numero de C. albicans morfotipo 5240 (colonia fingica com
franja continua em leque, igual ou menor a 2mm, de textura fina e superficie lisa) (Tabela 4 ¢

Figura 1).

Tabela 4. Morfotipos presenciados em Candida albicans isoladas da boca de criangas com e

sem Sindrome de Down e pais e/ou responsaveis.

Criangas com Criangas sem
C. albicans Sindrome de Down Sindrome de Down Pais e/ou Responsaveis
(CCSD) (CSSD) (P e/ou R)

Morfotipos n=237 % n=14 % n=09 %
2330 - - 02 14,3 - -
3240 02 5,4 - - - -
3340 02 5,4 - - - -
5230 - - - - 02 22,2
5240 - - 06 42,9 04 44,5
5320 02 5,4 03 21,4 - -
5330 07 19,0 03 21,4 - -
5340 03 8,1 - - - -
5520 - - - - 01 11,1
5530 15 40,5 - - 02 22,2
5540 03 8,1 - - - -
7530 01 2,7 - - - -
7540 02 54 - - - -

Legenda: n — niimero
% — por cento
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Morfotipagem

A

Figura 1. Morfotipos de C. albicans isoladas da boca de criangas com Sindrome de Down em meio de agar -
extrato de malte (Morfotipos: 5330 — coldnia fingica com franja continua em leque com 3 a Smm, de textura
intermediaria e superficie lisa; 5530 — colonia fingica com franja continua em leque igual ou maior a 6mm, de
textura intermedidria e superficie lisa e 7540 — colénia fingica com franja continua paralela igual ou maior a
6mm, de textura fina e superficie lisa).

4.2.2. Tubotipagem

A formagdo de tubos germinativos por C. albicans, em presenca de soro fetal
bovino, foi observada nos isolados dos grupos de CCSD, CSSD e P e/ou R, em maior
quantidade, apos o intervalo de tempo de duas horas. Vinte isolados (33,3%) de C. albicans
pertencentes aos grupos teste e controle (CCSD e CSSD) e de P e/ou R o formaram dentro de

uma hora (Tabela 5 e Figura 2).
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Tabela 5. Formagdo de tubos germinativos por Candida albicans oriundas da boca de

criangas com e sem Sindrome de Down e pais e/ou responsaveis em soro fetal bovino.

Criangas com Criangas sem Pais e/ou
C. albicans Sindrome de Down Sindrome de Down Responsaveis
Tubos (CCSD) (CSSD) (P e/ou R)
germinativos
n =37 % n=14 % n =09 %
lh 17 45,9 02 14,3 01 11,1
2h 20 54,1 12 85,7 08 88,9
Legenda: h — horas Relagdo entre o intervalo de tempo, entre uma a duas horas, necessario a formagao
n — nimero de tubos germinativos em soro fetal bovino: CCSD x CSSD X*=43; p <0,05
% — por cento CCSD x P e/ou R X>=4,8; p < 0,05

Figura 2. Formagao de tubos germinativos por C. albicans oriundas da boca de criangas com Sindrome de Down
em soro fetal bovino a 37°C.
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4.2.3. Enzimotipagem

4.2.3.1. Aspartil proteinases

Todas as C. albicans isoladas da boca de CCSD, CSSD e P e/ou R mostraram-se
produtoras de aspartil proteinases. No grupo de CCSD detectou-se C. albicans com produgio
de aspartil proteinases de intermediaria a muito elevada, havendo 27 (73,0%) C. albicans com
producao alta a muito alta desta exoenzima. Os grupos de CSSD e P e/ou R apresentaram o

maior niamero de C. albicans com produgao intermédiaria (Tabela 6 e Figura 3).

Tabela 6. Produgdo de aspartil proteinases por Candida albicans da boca de criangas com e

sem Sindrome de Down e pais e/ou responsaveis.

Criangas com Criangas sem Sindrome Pais e/ou
C. albicans Sindrome de Down de Down Responsaveis
Aspartil (CCSD) (CSSD) (P e/ou R)
Proteinases

(P, n=37 % n=14 % n=09 %

PA - - - - - -

PF - - 01 7,1 - -

PI 10 27,0 10 71,5 06 66,7
PAL 21 56,8 02 143 01 11,1
PMAL 06 16,2 01 7,1 02 222

Legenda: n — nimero Relag@o entre a produgio de aspartil proteinases de fraca/intermediaria a alta/muito

% — por cento alta por isolados de C. albicans da boca: CCSD x CSSD X? = 11,6; p < 0,05

P,— Zona de precipitacdo enzimatica CSSD x P e/ou R X*=5,0; p<0,05

medida em centimetro (cm)
PA — Produ¢do Ausente (P, = 1,00)
PF — Producao Fraca (0,99 <P, >0,75)
PI — Produg@o Intermediaria (0,74 < P, >0,50)
PAL — Produgdo Alta (0,49 < P, >0,25)
PMAL — Produgdo Muito Alta, sabendo que n = {x € R/ x < 0,24 e = 0}
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Aspartil
proteinases
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Figura 3. C. albicans provenientes da boca de criangas com Sindrome de Down produtoras de aspartil
proteinases em meio basico de albumina.

4.2.3.2. Fosfolipases

C. albicans da boca de CCSD, CSSD ¢ P e/ou R caracterizaram-se por produgio
de fosfolipases de ausente a altamente produtiva. Trinta e quatro (91,9%) C. albicans do grupo
de CCSD apresentaram-se produtoras de fosfolipases com predominio de leveduras com
producdo alta a muito alta. No grupo de CSSD, a produ¢ao exoenzimatica foi observada em
13 (92,9%) isolados e oito (88,9%) no grupo de P e/ou R. Dentre as C. albicans da boca de
CSSD e P e/ou R, a maioria das leveduras mostraram-se com produg¢do enzimatica de

intermediaria a fraca (Tabela 7 e Figura 4).
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Tabela 7. Perfil da atividade de fosfolipases por Candida albicans isoladas da boca de

criangas com e sem Sindrome de Down e pais e/ou responsaveis.

Criangas com Criangas sem Pais e/ou
Sindrome de Down Sindrome de Down Responsaveis
C. albicans (CCSD) (CSSD) (P e/ou R)
Fosfolipases
(P,) n=37 % n=14 % n=09 %
PA 03 8,1 01 7.1 01 11,1
PF 02 5,4 02 14,3 02 22,2
PI 02 5,4 10 71,5 05 55,6
PAL 24 64,9 01 7.1 01 11,1
PMAL 06 16,2 - - - -
Legenda: n — namero Relagdo entre a produgdo de fosfolipases de fraca/intermediaria a alta/muito
% — por cento alta por amostras de C. albicans da boca: CCSD x CSSD X =27,1; p < 0,05
P,— Zona de precipitacdo enzimatica CSSD x P e/ou R X?=19,4; p < 0,05

medida em centimetro (cm)
PA — Produgdo Ausente (P, = 1,00)
PF — Produgéo Fraca (0,99 <P, >0,75)
PI - Produgao Intermediaria (0,74 < P, > 0,50)
PAL — Produgdo Alta (0,49 < P, >0,25)
PMAL - Produgdo Muito Alta, sabendo que n= {x € R/ x < 0,24 e £ 0}

Fosfolipases

%

Figura 4. Produgédo de fosfolipases por C. albicans isoladas da boca de criangas com Sindrome de Down em
meio de 4gar Sabouraud dextrose enriquecido com gemas de ovo.
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4.2.4 Tipagem pela sensibilidade a toxinas killer

A biotipagem das C. albicans da boca de CCSD, CSSD ¢ P e/ou R, frente as
leveduras produtoras de toxinas Killer, permitiu a detec¢ao de cinco Killer-tipos. Maior
diversidade destes killer-tipos foi verificada no grupo de CCSD. O killer-tipo 111 predominou

nos trés grupos em estudo (Tabela 8 e Figura 5).

Tabela 8. Killer-tipos de Candida albicans da boca de criangas com e sem Sindrome de

Down e pais e/ou responsaveis.

Criangas com Criangas sem
C. albicans Sindrome de Down Sindrome de Down Pais e/ou Responsaveis
Killer-tipos (CCSD) (CSSD) (P e/ouR)

n=37 % n=14 % n=09 %
111 17 46,0 11 78,6 05 55,6
112 14 37.8 03 21,4 03 33,3
121 03 8,1 - - 01 11,1
186 02 5,4 - - - -
888 01 2,7 - - - -

Legenda: n — nimero
% — por cento
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Sensibilidade a
Toxinas Killer

NE

Figura 5. Killer-tipo 111 referente a C. albicans da boca de crianga com Sindrome de Down suscetivel a todas as
leveduras produtoras de toxinas Killer em meio agar Sabouraud dextrose modificado

4.2.5. Tipagem pela suscetibilidade in vitro a drogas antifangicas

Isolados de C. albicans da boca de CCSD, CSSD ¢ P e/ou R mostraram-se in
vitro sensiveis as drogas antifingicas empregadas. A anfotericina B foi o antifingico que
apresentou a menor concentragdo inibitdria minima capaz de inibir 50,0% das C. albicans em
relagdo aos grupos de criangas em estudo. No grupo de P e/ou R foi a 5-fluorcitosina (Tabela

9 e figura 6).
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Tabela 9. Concentragdo inibitéria minima de antifingicos em relacdo Candida albicans

isoladas da boca de criangas com e sem Sindrome de Down e pais e/ou responsaveis.

Criangas com Criangas sem Pais e/ou
Sindrome de Down Sindrome de Down Responsaveis

(CCSD) (CSSD) (P e/ouR)

Antifungicos Intervalo 1Cs Intervalo ICs Intervalo 1Cs
CIM (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

AnfotericinaB 0,08 — 1,00 0,25 0,04 - 1,00 0,25 0,125-1,00 0,25
Fluconazol 0,25 -4,00 1,00 0,05 -4,00 2,00 0,50 — 4,00 1,00
Itraconazol 0,08 — 1,00 0,50 0,04 — 1,00 0,50 0,08 - 1,00 0,25

5-fluorocitosina

0,024 — 1,56 0,39

0,049 — 1,56 0,39 0,024 - 0,78 0,19

Legenda: CIM — Concentragao inibitdria minima

ICsp— Concentragao da droga capaz de inibir 50% das amostras de leveduras

Figura 6. Suscetibilidade in vitro de trés C. albicans isoladas da boca de criangas com Sindrome de Down frente
a anfotericina B mediante o emprego da técnica de microdiluicdo em caldo
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4.3. Determinacdo de similaridade genética de Candida

Foram analisados nove (9/37) (24,3%) pares de C. albicans concominantemente
isoladas da boca de CCSD e P e/ou R. A analise do perfil de similaridade genética entre os
pares isolados de Candida, pela técnica de RAPD fazendo uso dos primers RSD 10 5’-
CCGCAGCCA-3’ ¢ RSD 12 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’ de analise de polimorfismo
intra-especifico de C. albicans, mostrou haver homologia genética do fungo leveduriforme em
dois (2/9) (22,2%) pares conjugados 16-16RF e 37-37RF. Similaridade genomica foi
presenciada nos demais outros sete (7/9) (77,8%) pares de Candida decorrentes de pai/mae-
crianga portadora desta alteragdo cromossomica. Os noves pares de C. albicans (04-4RF, 08-
8RF, 14-14RF, 16-16RF, 19-19RF, 22-22RF, 27-27RF, 33-33RF e 37-37RF) analisados
caracterizaram-se por induzir no perfil eletroforético a formacdo de trés a nove bandas
genomicas com pesos moleculares diversificados de DNA leveduriforme de cada par

conjugado da relagdo intrafamilial (CCSD e P e/ou R) (figura 7, 8 € 9).

08
37
37RF

22RF

[ I T 1
045 059 0.72 086 1.00
Coefficient

Coeficiente de similaridade genética
Figura 7. Dendograma de similaridade genética (coeficiente de Jaccard) entre os pares conjugados de C.

albicans bucais de criangas com Sindrome de Down e pais ¢/ou responsaveis obtidos com os primers RSD 10
e RSD 12
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MM 04 OJRF 08 OBRF 14 14RF 16 16RF 19 19RF 22 22RF 27 27RF 33 33RF 37 37RF

' RSD 10

RAPD dos isolados de C. albicans

Figura 8. Perfil eletroforético de fragmentos de DNA de C.albicns isoladas da boca simultaneamente de criangas
com Sindrome de Down ¢ pais e/ou responsaveis pela técnica de RAPD com emprego do primer RSD 10

MW 04 O4RF 08 OBRF 14 1RF 16 16RF 19 19RF 22 2:RF 27 2IRF 33 33RF 37 37RF

RAPD dos isolados de C. albicans EB

Figura 9. Distribui¢ao de fragmentos de DNA de C. albicans bucais de criangas com Sindrome de Down e pais
e/ou responsaveis em perfil eletroforético mediante uso do primer RSD 12 pela técnica de RAPD
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4.4. Dosagem de imunoglobulinas séricas totais

As trinta e sete (37/40) (92,5%) CCSD, das quais foram isoladas Candida
albicans da mucosa bucal, submeteram-se a coleta de sangue para as dosagens séricas das
imunoglobulinas IgA, IgM e IgG. Niveis elevados de IgA foram detectados em 23 (62,1%)
amostras de soro de criangas portadoras desta sindrome com maior ocorréncia nas criangas
com faixa etaria de quatro a sete anos de idade. Normoglobulemia de IgA foi presenciada nos
demais 14 (37,9%) soros analisados. Este aspecto imunologico verificou-se principalmente no
grupo de CCSD de oito a 11 anos de idade (Tabela 10). Vinte e duas (59,5%) amostras de
sangue de criangas com alteracdo cromossdmica caracterizam-se por concentragdes séricas
elevadas de IgM e normais em 15 (40,5%). Criangas de oito a 11 anos de idade apresentaram
basicamente dosagens no soro sangiiineo de IgM normais, enquanto as de quatro a sete anos
de idade aumentadas (Tabela 11). Niveis normais e elevados de IgG foram detectados em 27
(72,9%) e 10 (27,1%) dos soros de CCSD com predominio nos grupos de criancas de quatro a
sete anos e de oito a 11 anos de idade, respectivamente (Tabela 12). Hipoglobulemia das

imunoglobulinas analisadas (IgA, IgM e IgG) ndo foi detectada em nenhum soro de CCSD.

Tabela 10. Distribui¢do de criangas com Sindrome de Down por idade e dosagem de IgA

sérica.
Criangas com
Idade Sindrome de Down IgA sérica IgA sérica IgA sérica
(Anos)/Grupos (CCSD) normal aumentada diminuida
(n=37) (M=14-379%) (%)  (n=23-62,1%) (%) (n = 00 - 00,0%) (%)
0-3(Gl) 09 (24,3) 02 (14,3) 07 (30,4) -
4-7(G2) 15 (40,6) 05 (35,7) 10 (43,5) -
8—11(G3) 13 (35,1 07 (50,0) 06 (26,1) -

Legenda: n — numero
% — percentagem
CCSD - criangas com Sindrome de Down
IgA — imunglobulina A
Vmin — valores séricos minimos
Vmax — valores séricos maximos
VR — valores de referéncia (Bioclin — Quibasa Quimica Ltda)
Gl1,2,3eT-grupos 1, 2, 3 e total de CCSD

VR de IgA sérica em criangas: 4,0 - 333,0 mg/dL
Vmin e max de IgA sérica em CCSD:
G1-200,0 - 462,5mg/dL média —333,5mg/dL
G2 - 143,7 - 443,7mg/dL média — 322,4mg/dL
G3 - 118,7 - 437,5mg/dL média — 303,3mg/dL
GT - 118,7 - 462,5mg/dL média — 318,4mg/dL
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Tabela 11. Distribuigdo de criangas com Sindrome de Down por idade e dosagem de IgM

sérica.
Criangas com
Idade Sindrome de Down IgM sérica IgM sérica IgM sérica
(Anos)/Grupos (CCSD) normal aumentada diminuida
(n=37) (n =15 - 40,5%) (%) (n =22 -59,5%) (%) (n =00 - 00,0%) (%)
0-3(Gl) 09 (24,3) 05 (33,3) 04 (18,2) -
4-7(G2) 15 (40,6) 04 (26,7) 11 (50,0) -
8—11(G3) 13 (35,1) 06 (40,0) 07 (3L,8) -
Legenda: n — niamero VR de IgM sérica em criangas: 9,0 - 155,0mg/dL
% — percentagem Vmin e max de IgM sérica em CCSD:
CCSD - criangas com Sindrome de Down G1—-121,0 - 310,5mg/dL. média — 203,4mg/dL
IgM — imunoglobulina M G2 - 105,2 - 436,8mg/dL média — 232,2mg/dL
Vmin — valores séricos minimos G3 — 94,7 - 321,0mg/dL média — 187,4mg/dL
Vmax — valores séricos maximos GT — 94,7 - 436,8mg/dL. média — 209,4mg/dL

VR — valores de referéncia (Bioclin — Quibasa Quimica Ltda)
G1,2,3eT-grupos 1, 2, 3 e total de CCSD

Tabela 12. Distribuigdo de criangas com Sindrome de Down por idade e dosagem de IgG

sérica.
Criangas com
Idade Sindrome de Down IgG sérica IgG sérica IgG sérica
(Anos)/Grupos (CCSD) normal aumentada diminuida
(n=37) (n=27-72,9%) (%) (n=10-27,1%) (%) (n =00 - 00,0%) (%)
0-3(Gl) 09 (24,3) 09 (33,3) - -
4-7(G2) 15 (40,6) 11 (40,8) 04 (40,0) -
8—11(G3) 13 (35,1) 07 (25,9) 06 (60,0) -
Legenda: n — nimero VR de IgG sérica em criangas: 60,0 - 1510,0mg/dL
% — percentagem Vmin e max de IgG sérica em CCSD:
CCSD - criangas com Sindrome de Down Gl —662,5 - 1087,5mg/dL média — 987,5mg/dL
IgG — imunoglobulina G G2 - 562,5 - 2150,0mg/Dl média — 1336,7mg/dL
Vmin — valores séricos minimos G3 —587,5 - 2037,5mg/dL média — 1391,3mg/dL
Vmax — valores séricos maximos GT —562,5 - 2150,0mg/dL média — 1275,0mg/dL

VR — valores de referéncia (Bioclin — Quibasa Quimica Ltda)
Gl1,2,3eT-grupos 1, 2, 3 e total de CCSD



5. Discussao

5.1. Candida albicans

Observou-se o isolamento e a identificacdo de C. albicans oriundas da boca de

CCSD, CSSD e P e/ou R com diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre o
niumero de isolados de C. albicans da boca do grupo de CCSD (92,5%) (37/40) em
comparagdo com o numero de leveduras provenientes do grupo controle (CSSD) (17,5%)
(14/80) e P e/ou R (22,5%) (9/40) (Tabela 1). Carlstedt et al., 1996 avaliando a presenga de
leveduras na boca de criancgas e adolescentes suecos com Sindrome de Down, na faixa etaria
de sete meses a 20 anos ¢ seis meses de idade, encontraram 69,0% de 55 individuos
portadores desta alteragdo cromossomica com a presenca de leveduras do género Candida em
relacdo aos 35,0% no grupo controle. Esta prevaléncia de C. albicans da boca de CCSD
mostrou-se menor em relagdo a presenciada em nosso estudo. No grupo controle, a ocorréncia
de C. albicans foi maior. Em pacientes com algum comprometimento local da boca ou
sistémico (uso de protese dentdria, estomatite, neoplasia de orofaringe ou sindrome da
imunodeficiéncia adquirida) verifica-se até 85,0% de colonizagdo por Candida (Barreto de
Oliveira, 1993; Oliveira et al., 1998; Ribeiro et al., 2002; Pinto, 2003; Sanchez-Vargas, 2005).
Linossier et al., 2002 presenciaram diferenga na coloniza¢do de C. albicans

entre CCSD, criancas com retardo mental comparadas com as criangas do grupo controle sem
nenhuma afecc¢do. Os dois primeiros grupos de criancas com dificuldade motora apresentaram
higiene da boca diminuida, o que ocasiona uma maior proliferacdo de biofilme dental pela
oferta facilitada de substrato para o metabolismo microbiano proveniente da dieta dos
pacientes estudados (Bowden & Li, 1997). Na Sindrome de Down isto se torna
particularmente relevante visto que existe um comprometimento imunoldgico dos individuos
(Burgio et al., 1975; Srivastava et al., 1975; Seger et al., 1977; Nishida et al., 1978; Tricado et
al., 1984; Mehta et al., 1993, Stites et al., 2000, Henning & Perrone, 2001,, Carta et al., 2002;
Carvalho et al., 2003, Douglas & Stokes Jr., 2005, Long, 2005; Holmes et al., 2006, Jablonska

et al., 2006, Shimada et al., 2006). C. albicans com caracteristicas de aderéncia, agregagio e
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viruléncia acentuadas podem encontrar um habitat favoravel na debilidade de satide a que
criangas com trissomia 21 estdo afeitas (Carlstedt et al., 1996; Ribeiro et al., 2002; Siqueira et
al., 2005; Vieira et al., 2005; Ribeiro et al., 2006).

Em criangas ndo acometidas de alteragdes cromossomicas, na faixa etaria de um
a 11 anos de idade, a ocorréncia de coloniza¢do de Candida na boca tem variado de 28,0 a
50,0% (Starr et al., 2002; Schardosimi & Cherubini, 2004). Esta prevaléncia foi maior do que
a detectada neste estudo em relagdo ao grupo controle (Tabela 1). Starr et al., 2002
constataram a redugdo de 47,0% para 28,0% na colonizagdo de C. albicans em 150 estudantes
portugueses com mucosa da boca integra e faixa etaria de oito a 11 anos de idade, antes e pos-
tratamento odontoldgico com acompanhamento a intervalos de 12, 24 e 36 meses. A
prevaléncia encontrada foi menor em relagdo ao grupo controle de mesma faixa etaria nas
CSSD (Tabela 2). A microbiota da boca sofre influéncia de habitos dietéticos, higienizagao e
experéncia de carie, sendo que na infancia ocorrem alteragdes transitérias principalmente
nesta faixa etaria com a troca de denticdo (Marsh & Martin, 1992; Caufield et al., 1993;
Brambilla et al., 2000).

O grupo de P e/ou R pelas criancas com trissomia 21 apresentou uma ocorréncia
de leveduras do género Candida (22,5%) (9/40) compativel com a prevaléncia encontrada nos
trabalhos de Lacaz, 1980 (20,0 a 50,0%); Ito et al, 2004 (10,0 a 50,0%); Panizo & Reviakina,
2001 (5,0 a 50,0%) e pouco abaixo a de Henning & Perrone 2001, (30,0 a 50,0%) (Tabela 1).

Na faixa etaria de quatro a sete anos de idade entre CCSD e de oito a 11 anos de
idade nas sem alteragdo cromossomica houve predominancia maior de colonizacao de C.
albicans (Tabela 2). A colonizagdo por leveduras do género Candida predominou no género
masculino em todos os grupos avaliados (Tabela 3). Siqueira et. al., 2005 pesquisando
capacidade tampao, pH e fluxo salivar de 25 CCSD e 21 CSSD com idade entre dois e 60
meses encontrou maior capacidade tampao e menor fluxo da saliva das criancas sindromicas.
Os meninos com trissomia 21 tinham maior capacidade tampao que os do grupo controle,
enquanto as meninas ndo apresentaram diferenga. O pH salivar das meninas com sindrome de
Down tinha valores menores (pH 7,25 + 0,24) quando comparado aos dos meninos. (pH 7,48
+ 0,38). C. albicans suporta um espectro de variagdo de pH de acido a alcalino (pH 2,5 a 7,5)
(Webb et al., 1998; Pardi & Cardoso, 2002).
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5.2. Fenotipagem de C. albicans

A diversificagdo fenotipica das leveduras do género Candida parece estar
relacionada a viruléncia das colonias, sendo que a andlise desta tipagem contribui para a
compreensao do comportamento fisiopatologico da candidiase, segundo a expressividade
variavel apresentada pelos cultivos (Senet, 1997). Entre os 60 isolados de C. albicans
encontrou-se nove diferentes morfotipos (3240, 3340, 5320, 5330, 5340, 5530, 5540, 7530 ¢
7540) entre as leveduras da mucosa bucal de CCSD e quatro morfotipos no grupo de CSSD
(2330, 5240, 5320 ¢ 5330) e P e/ou R (5230, 5240, 5520 e 5530). Independentemente dos trés
grupos (CCSD, CSSD e P e/ou R), todas as coldonias de C. albicans bucais caracterizaram-se
pelo aspecto liso (ultimo digito do coédigo de morfotipagem) (Tabela 4). Maffei, 1996;
Lusvarghi, 2002 e Giammanco et al., 2005 presenciaram este mesmo aspecto em todos
isolados de C. albicans da boca de gestantes, em 85,7% dos oriundos de pacientes HIV
positivos sob tratamento com drogas antiproteinases € em 96,4% dos individuos HIV
assintomaticos, respectivamente. A relacdo intrafamilial mostrou uma vinculagdo entre as
criangas com Sindrome de Down e suas maes como sendo a mais freqiiente na amostra teste
(Tabela 3).

A formacdo de franjas por coldonias de C. albicans da boca, cultivadas em meio
de agar-extrato de malte, ¢ apontada como um atributo de viruléncia que favorece a
capacidade de aderéncia fungica (Lacaz et al., 1998, Pinto, 2003). Esta caracteristica foi
constatada em todos os isolados procedentes dos grupos em estudo (CCSD, CSSD e P e/ou
R). A analise macroscopica das coldnias de C. albicans mostrou que as com franjas continuas
em leque, com tamanho igual ou maior a 6mm de comprimento, textura intermedidria e
topografia lisa foram predominantes na boca de CCSD (40,5%) (15/37). Foram observadas
também franjas coloniais expressivas nos isolados de C. albicans oriundos da mucosa da boca
de CSSD (42,9%) (06/14) e P e/ou R (44,5%) (04/09), sendo que as com franjas continuas em
leque de até 2mm, textura fina e topografia lisa, foram predominantes (Tabela 4). As
leveduras de C. albicans da boca de pacientes em diversas situagdes clinicas mostraram em
média a formagao de franjas em 71,1% dos isolados. Barreto de Oliveira, 1993 presenciou o
predominio de colonias de C. albicans (34,8%) com franjas continuas em leque, de tamanho
de 2mm e textura intermédia isoladas da boca de pacientes com SIDA e neoplasias.

Caramalac, 1995 detectou em todas as leveduras de C. albicans na boca de mulheres a maioria
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das colonias de C. albicans com franjas continuas em paralelo com até 6mm e textura
grosseira. Maffei, 1996 constatou em parturientes isolados com franjas continuas em paralelo
(93,7%) com tamanho variando de 3 a 5mm e textura grosseira. Lusvarghi, 2002 e
Giammanco et al., 2005 detectaram nas colonias de C. albicans de pacientes HIV
soropositivos sob tratamento de drogas inibitérias de proteinases e individuos HIV
assintomaticos, a formagao de franjas maiores que 3mm em 73,8% e 53,6% das leveduras,
respectivamente.

A avaliagdo entre o numero de isolados de C. albicans capazes de induzir a
formagdo de tubos germinativos, em soro fetal bovino a 37°C, compreendido no espago de
tempo entre uma a duas horas, mostrou-se estatiscamente significante (p < 0,05) quanto ao
grupo teste (CSSD) em relagdo aos demais grupos estudados (Tabela 5). In vitro, a inducdo de
formacdo de tubos germinativos ocorre inicialmente até trés horas entre isolados de C.
albicans (Kreegen Van-Rij, 1984; Lacaz et al., 1991; Sidrim & Rocha, 2004). Neste estudo,
todas C. albicans, independente do grupo em analise, formaram tubos germinativos dentro de
duas horas. Souza et al.,1990 utilizando como substrato o soro fetal bovino, observaram que
com uma hora de incubagio a 37°C, 86,6% das C. albicans, oriundas de inimeros materiais
clinicos, haviam formado tubos germinativos; com duas horas, 96,6% dos isolados induziram
a formagdo desta estrutura e com trés horas de incubacgdo, todas as leveduras de C. albicans
haviam formado tubos germinativos. Pinto, 2003 em individuos HIV hospitalizados e Lopez
et al., 2005 em pacientes com candidiase, detectaram a capacidade de isolados de Candida
induzirem a formagdo de tubos germinativos em duas horas. O dimorfismo morfologico
apresentado por C. albicans tem papel prepoderante na viruléncia fungica, mediante a
passagem da forma leveduriforme (infectante) a filamentosa (parasitaria) (Lacaz et al., 1998;
Sidrim & Rocha, 2004). A analise da formacdo de tubos germinativos por C. albicans em
determinado periodo de tempo mostra a capacidade de aderéncia das leveduras a mucosa de
individuos colonizados por este fungo

A classificagdo das zonas de precipitagdo enzimaticas em cinco categorias
(ausente, fraca, intermedidria, alta e muito alta) frente a producdo de aspartil proteinases e
fosfolipases por C. albicans (Tabelas 6 e 7), possibilitou avaliar melhor o comportamento
exoenzimatico demonstrado por cada isolado leveduriforme. A producdo destas enzimas ¢
bastante relevante no que diz respeito a viruléncia das coldonias. Cerca de 73,0% (27/37) dos

isolados, provenientes da boca de CCSD, mostraram produgao alta a muito alta de aspartil
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proteinases em relagdo a 21,4% (03/14) e 33,3% (3/9) das leveduras de C. albicans oriunda
dos grupos de CSSD e P e/ou R, respectivamente (Tabela 6). Quanto a produgdo de
fosfolipases, os isolados de C. albicans da boca do grupo teste (CCSD) mostraram 81,1%
(30/37) das leveduras com producao elevada a altamente elevada, enquanto as amostras de
Candida pertencentes aos grupos controle (CCSD) e do grupo de P e/ou R apresentaram,
respectivamente, 7,1% (1/14) e 11,1% (1/9) de C. albicans com similar produtividade
enzimatica (Tabela 7). Diferencas estatisticas foram encontradas em relagao a quantidade de
produg¢do de ambas exoenzimas por C. albicans decorrentes do grupo teste (CCSD) em
comparacao com as do grupo controle (CSSD) e de P e/ou R (p < 0,05) (Tabelas 6 e 7). Cerca
8,1% (3/37), 7,1% (1/14) e 11,1% (1/9) dos isolados de C. albicans da boca de CCSD, CSSD
e P e/ou R, respectivamente, mostraram-se in Vvitro desprovidas da capacidade de produzir
fosfolipases (Tabela 7). Na comparagdo entre CCSD, CSSD e P e/ou R, as colonias de
Candida tem aproximadamente um mesmo indice percentual de isolados produtores de
fosfolipases. No entanto, as amostras provenientes do grupo teste (CCSD) mostraram-se in
vitro, na analise individual da levedura, maior capacidade produtora de fosfolipases, sugerindo
que a colonizagdo seria facilitada tornando as CCSD mais suscetiveis a candidiase. De acordo
com Samaranayake et al., 1984 e Mardergan et al., 2006 a producdo de fosfolipases por C.
albicans in vitro decresce com elevada concentracdo de sacarose e galactose, enquanto ¢é
completamente inibida por altas concentracdes de glicose. Uma concentragdo acentuada
intrabucal de aclcares suprimiria a formacdo de fosfolipases, reduzindo o potencial
patogénico desta levedura. Entretanto clinicamente, este efeito induziria por outro lado o
aumento da proliferagdo de leveduras da boca, pois favorece a capacidade de aderéncia destas
coldnias microbianas (Mardegan et al., 2006).

Candido et al, 2000 analisando 79 Candida isoladas da boca de pacientes com
lesdes caracteristicas de candidiase e individuos com a boca clinicamente sadia constataram
que 83,3% e 66,7% das leveduras de C. albicans, provenientes de lesdes bucais, foram
produtoras, respectivamente, de fosfolipases e aspartil proteinases. Todavia os isolados desta
mesma levedura, oriundos da boca de individuos sem lesdes, tiveram 71,9% das produtoras de
fosfolipases e 68,7% de aspartil proteinases, sendo que em ambos os grupos, o enzimotipo 22
(fosfolipases positivas e aspartil proteinases fracamente positivas) o mais prevalente. Isto
sugere que a capacidade fosfolipidolitica de cultivos de C. albicans da boca é o fator

enzimatico preponderante para o acometimento de candidiase (Quirino, 1990; Barreto de
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Oliveira, 1993; Oliveira et al., 1998; Candido et al., 2000; Menezes et al., 2004). Basu et al.,
2003 verificaram a produtividade de exoenzimas presentes apenas em colonias de C. albicans,
oriundas de espécimes clinicos coletados de unidades hospitalares, 48,7% (19/39) dos isolados
de C. albicans foram produtores de ambas as enzimas e 17,9% (7/39) das leveduras de
Candida secretaram aspartil proteinases. Menezes et al., 2004 avaliando quadro de mastite,
detectaram somente a ocorréncia de leveduras do género Candida, com o predominio da
espécie albicans. O perfil exoenzimatico apresentado pelas C. albicans caracterizou-se
somente pela produgdo de fosfolipases, com uma zona de precipitagdo enzimatica (P,
composta por 18,2% (2/11) das leveduras com producdo de fosfolipases fraca, 63,6% (7/11)
com produc¢do intermediaria e 18,2% (2/11) com producao alta.

Biodiversidade de cinco Killer-tipos (111, 112, 121, 186 e 888) de sensibilidade
a toxinas Killer foi constatada em todas C. albicans tipificadas com predominio do killer-tipo
111, independentemente dos grupos de estudo avaliados neste trabalho. Os isolados de C.
albicans da boca de CCSD apresentaram maior diversidade de killer-tipos, sendo que os
demais (111, 112) e (111, 112 ¢ 121) foram identificados nas leveduras do género de Candida
pertencentes aos grupos controle (CSSD) e P e/ou R, respectivamente, € encontravam-se
incluidos dentro do elenco dos cinco killer-tipos presenciados no grupo teste (CCSD) (Tabela
8).

A analise de colonias de C. albicans da boca de gestantes, individuos adultos
com boca integra, candidose, com bolsa periodontal e os com periodontite cronica
caracterizou o Killer-tipo 111 como significante (Maffei, 1996; Jorge et al., 2000; Martins et
al., 2002,; Martins et al., 2002;). Polonelli et al., 1983 identificaram 25 killer-tipos diferentes
numa populagdo de 100 amostras de diversas leveduras com a prevaléncia do Killer-tipo 111
em 52,0% dos fungos analisados.

O killer-tipo 888 (leveduras ndo tipificaveis), ou seja, resistentes a todas as
proteinas Killer produzidas pelas leveduras-padrdo, foi evidenciado em 2,7% (1/37) dos
isolados de C. albicans da boca de CCSD (Tabela 11). Martins et al., 2002, também
detectaram este Killer-tipo em uma tnica amostra de Candida, todavia pertencente a espécie
tropicalis, dentre as 36 leveduras de Candida da boca de pacientes com periodontite cronica.

Demais estudos envolvendo a avaliacdo de C. albicans frente as toxinas killer,
isoladas da mucosa da boca t€ém demonstrado alteragdo de perfil de sensibilidade das

leveduras quando advindas de pacientes submetidos a outros tratamentos, como 0s
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neoplasicos. Birman et al., 1997 evidenciaram os Killer-tipos 211 e 611 em 33 isolados de C.
albicans de individuos com carcinoma bucal. Oliveira et al., 1998 em 24 leveduras de
C.albicans provenientes da boca de pacientes oncoldgicos, constataram os Killer-tipos 511 e
811.
A classificagdo das C. albicans em diferentes Killer-tipos, possibilitada pela
sensibilidade as toxinas killer, facilita o delineamento epidemioldgico de colonias em
populagdes diversas, assegurando o conhecimento preciso das leveduras presentes nas

infecgdes flngicas.

5.3. Suscetibilidade in vitro a drogas antifungicas

No grupo de CCSD, os resultados de concentra¢do inibitéria minima (CIM)
oscilaram entre 0,08 e 1,00ug/mL para a anfotericina B e de 0,024 e 1,56pg/mL para 5-
fluorocitosina. Nas CSSD foram observadas varia¢do nos valores de CIM: para anfotericina B,
entre 0,04 e 1,00png/mL e para 5-fluorocitosina, entre 0,049 e 1,56 pg/mL. Os valores de CIM
obtidos para C. albicans de P e/ou R por CCSD, variou de 0,125 a 1,00ug/mL para
anfotericina B e de 0,024 a 0,78 ug/mL para 5-fluorocitosina (Tabela 9). Paniagua et al., 2002
analisando 80 C. albicans, isoladas da garganta de pacientes do Hospital das Clinicas do
M¢xico, encontraram valores de CIM variando entre 0,0156 e 0,125ug/mL para a anfotericina
B e de 0,25 a 8,0ug/mL para a 5-fluorocitosina. Pinto, 2003 verificou que os resultados de
CIM para as 120 amostras de C. albicans oriundas de varios espécimes clinicos, com
predominancia de saliva, de 11 pacientes imunossuprimidos com infec¢do por HIV variaram
entre 0,5 e 2ug/mL para anfotericina B e para a 5-fluorocitosina, entre 0,012 e 3,12pg/mL.
Quindos et al, 2004 observaram em hospitais espanhois que nos 1.021 isolamentos de
Candida e demais leveduras de importancia médica dos pacientes internados, 445 (43,6%) C.
albicans foram suscetiveis a 5-fluorcitosina com valores de CIM variando entre 0,25 e >
128ug/mL. Wingeter et al, 2007; analisando 54 C. albicans da boca de pacientes com infec¢do
pelo HIV ou portadores de SIDA, verificaram variagdo nos valores de CIM: para a
anfotericina B entre 0,03 e 16pg/mL. O espectro de variagdo de concentragdo inibitdria
minima (CIM) do nosso estudo (CCSD, CSSD e P e/ou R) mostrou-se em relacdo a
anfotericina B com valores maiores que os do trabalho de Paniagua et al., 2002 e menores em

relacdo as demais investigagoes analisadas (Pinto, 2003; Wingeter et al., 2007). O espectro de
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valores de CIM da 5-fluorcitosina foi maior na pesquisa de Quindos et al., 2004 que o obtido
neste estudo e no de Pinto, 2003.

No presente estudo, no grupo de CCSD, os resultados de concentracdo inibitéria
minima (CIM) oscilaram entre 0,25 e 4,00ug/mL para o fluconazol e 0,08 a 1,00pug/mL para o
itraconazol. Nas amostras do grupo de CSSD foram observadas variagdo nos valores de CIM
para o fluconazol entre 0,05 e 4,00png/mL e para o itraconazol, entre 0,04 e 1,00pg/mL. Os
valores da CIM obtidos para C. albicans de P e/ou R por CCSD, variou de 0,50 a 4,00 pg/mL
para fluconazol e de 0,08 a 1,00pug/mL para itraconazol (Tabela 9). Pinto, 2003; nos pacientes
imunossuprimidos com infec¢do por HIV verificou resultados de CIM para as C. albicans
com valores de 0,25 a 2ug/mL para o fluconazol e de 0,04 e 0,25ug/mL para o itraconazol.
Wingeter et al., 2007 presenciaram resultados da variacdo de CIM de 0,125 a 64pg/mL para o
fluconazol e de 0,03 a 16pg/mL para itraconazol nas amostras de C. albicans da boca de
pacientes com HIV ou portadores de SIDA. A presente pesquisa encontrou uma variagao
maior no espectro de valores de CIM nos trés grupos analisados em relagdo ao estudo de
Pinto, 2003 e menor quanto a investigacao de Wingater et al, 2007.

Nas CCSD e P e/ou R, o valor de ICsg para o fluconazol foi de 1,0 pg/mL, sendo
que nas CSSD foi 2,0pug/mL. Os resultados de ICsy para itraconazol foram iguais entre as
criangas (0,50pg/mL) e nos P e/ou R de CCSD foi de 0,25ug/mL (Tabela 9). No trabalho de
Pinto, 2003, os valores de ICs (fluconazol igual a 0,5ug/mL e itraconazol igual a 0,16pug/mL)
foram menores aos encontrados no nosso estudo. Em relagdo a pesquisa de Wingeter et al.,
2007, o valor de ICsy foi igual a 1,0ug/mL para o fluconazol. Resultado idéntico ao
presenciado no grupo de CCSD e P e/ou R e menor quanto ao grupo de CSSD. O itraconazol
apresentou um valor igual a 0,06pg/mL, menor em relagdo aos valores de 1Csy presenciados no
nosso trabalho.

Dentre as concentragdes inibitdrias minimas capazes de inibir 50% dos isolados
de C. albicans da boca de CCSD, CSSD ¢ P e/ou R foram a anfotericina B (ICso= 0,25ug/mL)
e 5-fluorcitosina (ICso = 0,19ug/mL) as drogas que apresentaram os melhores resultados. Nos
grupos de criangas, a 5-fluorcitosina apresentou o valor de I1Csg igual a 0,39ug/mL (Tabela 9).
Os resultados de Paniagua et al., 2002 foram ICs, iguais a 0,038pug/mL e 0,73pg/mL para
anfotericina B e 5-fluorocitosina, respectivamente. O valor de ICs, para a anfotericina B foi

igual a 1,0pug/mL e para a 5-fluorocitosina igual a 0,049ug/mL na pesquisa desenvolvida por
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Pinto, 2003. Wingeter et al, 2007 encontraram para anfotericina B resultado de ICsj igual a
0,06pg/mL e Quindos et al, 2004; 0,25ug/mL para a 5-fluorcitosina.

Os testes de suscetibilidade in vitro (variagdes de CIM e ICsp) permitiram
verificar que todas C. albicans isoladas da boca das criangas ¢ P e/ou R neste estudo foram
sensiveis as drogas antifungicas testadas. Diaz-Lopez, 2004 e Sanchez-Vargas et al., 2005
investigando C. albicans da mucosa da boca de pacientes internados encontraram a maioria
de colonias suscetiveis a anfotericina B, itraconazol e fluconazol. No entanto, estes autores
ndo mencionaram a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo capaz de inibir

50% (ICs0) das leveduras.

5.4. Similaridade genética em Candida

A homologia genética dos pares 16-16RF e 37-37RF de C. albicans
simultaneamente oriundos da boca de CCSD e P e/ou R analisados pela técnica de biologia
molecular RAPD, fazendo uso dos primers RSD10 5’-CCGCAGCCA-3’ ¢ RSDI2 5’-
GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’ de emprego intra-especifico para este fungo, comprovou a
transmissdo intrafamilial (Figuras 7, 8 e 9). Samaranayake et al., 2003 fazendo uso dos
mesmos primers mediante uso de RAPD em amostras de C. albicans de pacientes HIV com e
sem candidiase bucal presenciaram polimorfismo intra-especifica entre as leveduras desta
mesma espécie de fungo analisada. Aspecto genético homologo de C. albicans foi também
evidenciado em transmissdo horizontal de mae e neonato acometidos de candidemia
(Tiraboschi et al., 2007).

A dificuldade de encontrar primers de analise intra-especifica de fungo
leveduriforme constitui no presente momento um fator que interfere na deteccao de homologia
entre os pares de C. albicans analisados (Samaranayake et al., 2003).

A elevada similaridade genética entre os pares de C. albicans concomitantemente
isolados da boca de CCSD ¢ P e/ou R neste estudo (Figuras 7, 8 ¢ 9) demonstrou que as
amostras de Candida integrantes da microbiota bucal de cada par de individuos da relago
intrafamilial analisado podem ter no momento da coleta de secrecdo salivar da mucosa jugal
origem microbiologica diversificada da Candida comumente detectada da relagdo de
transmissdo vaginal de microrganismos entre mae e filho durante o parto (Ribeiro, 1997;

Scherma et al., 2004; Carvalho et al., 2007). A necessidade de uma maior assisténcia médico-
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laboratorial as CCSD, desde o momento do nascimento, as expde a outras vias de transmissao
de Candida, inclusive a advinda de profissionais de satide (Amorim et al., 1999; Lacaz et al.,
1998; Ribeiro et al., 2004; Carvalho et al., 2007). A microbiota da boca destas criangas fica
exposta, portanto a contato com Candida de intimeras fontes microbiologicas (Amorim et al.,
1999; Pimenta et al., 2001; Linossier et al., 2002; Roncari et al., 2002; Menezes et al., 2004;
Schardosimi & Cherubini, 2004; Scherma et al., 2004;Carvalho et al., 2007).

Maior freqiiéncia de similaridade do genoma de Candida tem sido presenciada
na analise interespecifica de amostras de espécies de leveduras. Pinto et al., 2004; Resende et
al., 2004 e Valério et al., 2006 analisando amostras de espécies de Candida de origem clinica
e hospitalar, presenciaram diferenciagdo interespecifica do polimorfismo do genoma das
espécies de leveduras através da técnica de RAPD mediante o emprego de varios primers
interespecificos (M13 (F/R), OPA, OPAO1, OPA02, OPA0O3, OPAOS, OPA09, RP1-4, RP-2
RP4-2 ¢ SOY). A similaridade genética intra-especifica entre amostras de C. albicans
oriundas de diversos espécimes nosocomiais tem variado de 49,0 a 91,0% entre isolados
analisados (Duran et al., 2006). Perfil de RAPD de até 85,0% de similaridade tem detectado
entre C. albicans da cavidade bucal de individuos imunodeficientes (Gonzalez et al., 2006),
diabéticos, portadores de protese dental e hemodializados (Pirez-Goncalvez et al., 2007).
Resultados semelhantes aos presenciados neste trabalho onde a similaridade genética entre as

leveduras de C. albicans bucais de CCSD e P e/ou R variou de 45,0 a 100,0% (Figura 7).

5.5. Imunoglobulinas séricas totais

A diversificacdo de concentragdes séricas de IgA, IgM e IgG presenciadas nas
CCSD estda relacionada com comprometimento funcional apresentado pelo sistema
imunolégico dos individuos portadores dessa sindrome. Esta cromossomopatia interfere desde
a origem, a quantificagdo e a qualificacdo dos linfocitos B e das demais células envolvidas na
resposta imune (Rozone & Mustachi, 1990; Pastorini et al., 1994; Campos 2001; Soares et al.,
2004; Cocchi et al., 2007).

Niveis normais e elevados de IgA e IgM no soro humano sofrem influéncia da
interacdo do complexo antigeno — anticorpo (Parslow, 2000). A constitui¢ao glicoprotéica dos
antigenos favorece uma melhor ativacao de determinadas respostas humorais (Parslow, 2000).

CCSD sao constantemente expostas a presenca de leveduras de Candida em mucosas (Rozone
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& Mustachi, 1990; Pires et al., 1997; Linossier et al., 2002; América, 2005) e na parede
celular do fungo, a presenca de polissacaridios (glucanas e mananas) que induzem a ativagao
linfocitaria a producgdo de anticorpos especificos (IgA e/ou IgM) (Lacaz et al., 1991; Parslow,
2000; Sidrim & Rocha, 2004). Na regulagcdo da resposta imune em infec¢des causadas por
Candida albicans, os antigenos polissacaridicos geram uma série complexa de interagdes, que
resultam na supressao das respostas das células T e B ao antigeno homologo. Estes efeitos sao
mediados por um fator inibitério especifico para o antigeno capaz de bloquear a sintese da IL-
2 e do INF-y normais e a expressao do receptor IL-2 pelas células T humanas (Paiva et al.,
1999).

Infec¢des fungicas, artrite reumatdide e doencas auto-imunes, como doenga
celiaca (inabilidade de digerir gluten), sdo processos infecciosos relacionados com o aumento
de IgA sérico, inclusive em CCSD (Burgio et al., 1975; Srivastava et al., 1975; Seger et al.,
1977; Nishida et al., 1978; Tricado et al., 1984; Sustrovas & Stribak, 1994; Ozkinay et al.,
2003; Kallaur et al., 2007). Niveis normais a elevados de IgA sangiiinea tém sido presenciados
em pacientes com Sindrome de Down de dois a 30 anos de idade. (Burgio et al., 1975;
Srivastava et al., 1975; Seger et al., 1977; Nishida et al., 1978; Tricado et al., 1984; Sustrovas
& Stribak, 1994). Concentragdes aumentadas de IgA especifica ao agente etiologico e
secretoria também foram detectadas (Ozkinay et al., 2003; Hansson et al., 2005; Lee et al.,
2005; Cogulu et al., 2006). As dosagens de IgA séricas de CCSD de zero a 11 anos de idade
apresentaram em 14 (37,9%) criangas uma concentragdo imunoglobulinica normal
(118,7mg/dL) e elevada (462,5mg/dL) em 23 (62,1%) (Tabela 10).

Alteragdes do nivel de IgM sérica foram evidenciados em pacientes portadores de
Sindrome de Down com uma tendéncia a elevacdo de concentracdo (Jacobs et al., 1978;
Nishida et al., 1978; Tricado et al., 1984; Mahmoud et al., 2005). Resultados simulares
detectaram-se nas dosagens dessa imunoglobulina no soro sangiiineo de CCSD. Onze (11/22)
(50,0%) criangas de quatro a sete anos, dentre as 22/37 (59,5%) na faixa etaria de zero a 11
anos de idade, apresentaram maiores concentragdes de IgM séricas (105,2 a 436,8mg/dL) e as
demais outras 15/37 (40,5%) concentra¢des normais (94,7 a 121,0mg/dL) (Tabela 11). Em
individuos portadores Sindrome de Down, Burgio et al., 1975 presenciaram decréscimo
acentuado de IgM sérico em jovens adultos de 16 a 25 anos de idade. Srivastava et al., 1975
detectaram normoglobulemia de IgM em 69 casos. Jacobs et al., 1978 observaram baixas

concentra¢des de imunoglobulinas no soro sangiiineo de criangas com infec¢des respiratorias
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com exce¢do de IgM. Nishida et al., 1978 verificaram em 20 pacientes sindromicos e 16
mentalmente retardo com paralisia cerebral niveis elevados de IgM e Tricado et al., 1984
constataram concentracdes aumentadas de IgA e IgM séricos com uma dependéncia em
relagdo a idade do paciente. Vinte e trés (23/29) (79,3%) individuos com desordem
cromossdmica apresentaram valores muito elevados das dosagens de IgM e IgA séricas
(Mahmoud et al., 2005).

A acentuada normoglobulemia de IgG presenciada em 27/37 (72,9%) CCSD
(Tabela 12) pode ser decorrente da situacdo clinica (mucosa bucal integra, sem manifestacao
de doenga, que nao estivesse fazendo uso de antimicrobiano hd um més e que possuiam exame
clinico-bucal sadio ap6s avaliagdo odontoldgica) considerada como pré-requisito de inclusao
destas criangas neste estudo. Kallaur et al., 2007 presenciaram nivel normal de IgG sérica em
78,4% de 1.253 pacientes de zero a acima de 13 anos de idade, desprovidos de sindrome e
atendidos no Hospital Universitario de Londrina. Dez (10/37) (27,1%) amostras de CCSD
apresentaram aumentadas concentracdes séricas de IgG. Este aspecto imunologico ¢
comumente vinculado as constantes infecgdes recorrentes, como as pulmonares, associadas ou
ndo as cardiopatias que esses individuos estdo predispostos a sofrer (Pastorino et al., 1984;
Rozone & Mustacchi, 1990; Soares et al., 2004; América, 2005).

O perfil imunolégico de IgA, IgM e IgG sérico das CCSD apresentou-se
compativel com os demais estudos analisados (Burgio et al., 1975; Srivastava et al., 1975;
Seger et al., 1977; Jacobs et al., 1978; Nishida et al., 1978; Tricado et al., 1984; Sustrovas &
Stribak, 1994; Ozkinay et al., 2003; Mahmound et al., 2005).

A escassez de estudos envolvendo leveduras do género Candida na boca de
CCSD e avaliando o comportamento das imunoglobulinas no soro humano em pacientes
portadores de trissomia 21, mencionando apenas a faixa etdria dos individuos sem a
distribuicao dos mesmos por grupos de idade, dificultou o correlacionamento dos resultados

encontrados com outras pesquisas.



6. Conclusoes

Observou-se na saliva da boca de CCSD um numero de col6nias de C. albicans mais

elevado do que as de CSSD e P e/ou R.

As C. albicans isoladas da boca de CCSD formaram predominantemente colonias com
periferia de franjas continuas em leque, com comprimento de 6mm, textura
intermedidria e topografia lisa, enquanto que os isolados de CSSD e P e/ou R de CCSD
formaram predominantemente colonias com periferia de franjas continuas em leque,

com comprimento de 2mm, textura fina e topografia lisa.

Todos os isolados de C. albicans dos grupos analisados (CCSD e seus P e/ou R ¢
CSSD) induziram a formagao de tubos germinativos dentro de duas horas, sendo que a

maior deteccdo em uma hora, foi do grupo de criangas com trissomia 21.

A atividade enzimatica de aspartil proteinases e fosfolipases mostraram zona de
precipitagdo alta a muito alta na maioria das colonias de C. albicans em CCSD,
entretanto os isolados de CSSD e P e/ou R de CCSD caracterizaram-se por uma

atividade enzimatica de fraca a intermédiaria.

A maioria das leveduras de C. albicans, independentemente da origem da boca dos
grupos de criangas e P e/ou R, mostrou-se sensivel a todas as proteinas Killer

produzidas com predominio do Killer-tipo 111.
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As C. albicans mostraram-se sensiveis a todos os antifingicos empregados
(anfotericina B, fluconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina) independentemente dos

grupos de criangas e P e/ou R.

A maioria das colonias de C. albicans de CCSD apresentou caracteristicas fenotipicas

diferentes quando comparadas as de CSSD e P e/ou R.

Elevada similaridade genética foi presenciada entre os pares de C. albicans isoladas da
boca simultaneamente de CCSD e P e/ou R, embora a relagdo intrafamilial tenha sido

detectada em dois pares conjugados de C. albicans 16-16RF e 37-37RF.

As imunoglobulinas séricas totais de CCSD caracterizaram-se por maiores quantidades
de concentragdes elevadas de IgA e IgM e normais de IgG, principalmente em criangas

de quatro a sete anos de idade.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Informacdo ao Paciente e/ou Responsavel
Levedura de Candida isoladas da boca de criangas com e sem sindrome de Down: Aspectos feno-genotipicos,
relacdo intrafamilial e perfil de imunoglobulinas.
Prezado Paciente
Vocé (pai,mae ou responsavel) através de sua crianga, seus irmaos e pais estdo sendo convidados a participar
de uma pesquisa que visa compreender como ocorre o sapinho na boca de criancas (candidiase bucal) com a
sindrome de Down através do comportamento que esse micorganismo apresenta, sabendo que essa doenga ¢é
freqiiente nessas criancas. Este documento ird lhe fornecer informagdes importantes sobre o estudo. Por favor,
leia as instru¢des abaixo atentamente e esclareca suas dividas junto ao dentista e biomédico para decidir a
propria crianga em si, através de seus responsaveis (pais), demais filhos e os proprios pais se desejam ou ndo
participar do estudo.
Obijetivo do Estudo
Este trabalho tem por objetivo verificar em testes laboratoriais que estudam as caracteristicas do fungo, se
esse microrganismo apresentar maior capacidade de causar doenga na crianca com sindrome de Down que as
criangas sem a sindrome, pois a quantidade desse microrganismo na boca das portadoras dessa sindrome é maior.
O namero de casos de sapinho bucal ¢ grande como uma micose que se aproveita de outras doengas para se
manifestar e/ou causando doenga sozinha.
Conducéo do Estudo
A crianga com sindrome de Down, seus irmaos ou na auséncia desses, os pais serdo submetidos a uma nica
coleta de secregdo salivar a partir da mucosa jugal da boca com swab pelo dentista na Clinica-Escola da
Faculdade de Odontologia/UFG, apos avaliagdo odontologica, e a crianga com sindrome de Down aceitando,
com consentimento de seus pais ou responsavel e acompanhamento ao Laboratorio de Coleta de Material do
IPTSP/UFG, através de um biomédico, sera coletado também uma tnica vez, amostra de sangue.
Criangas participativas do Estudo
Este estudo sera incluido todas as criangas com sindrome de Down, irmdos quando houver e pais, além do
grupo controle (outras criangas sem sindrome) que apresentarem a faixa etaria de 0 (zero) a 10 (dez) anos as
criangas em questdo de estudo e aceitarem espontaneamente ambas coletas de saliva e sangue.
Riscos
Estas coletas s@o freqiientes a todos os individuos humanos e serdo realizados por profissionais habilitados
e em centros de referéncia em estudos odontologicos e com micoses de meio académico-cientifico. Deste modo
acreditamos que os riscos serdo minimos.
Beneficios
Estes advirdo desde o momento da coleta de saliva pois todos os participantes serdo inclusos em tratamento
odontologico pela clinica-escola da Faculdade de Odontologia/UFG. Posteriormente os resultados do trabalho
que servirdo de dados para tese de doutorado permitird o delincamento de uma conduta odontoldgica que
diminua ou reduza ao maximo a ocorréncia de sapinho na boca dessas criangas inclusive com um asseio bucal de
melhor qualidade.
Participacdo Voluntaria
Participar deste estudo serd uma decisdo voluntaria e vocé (crianga, irmao, pais e/o responsavel) podera se
recusar a participar ou desistir deste estudo a qualquer momento, sem explicar o por qué, mesmo se tratando de
uma unica coleta de ambos materiais bioldgicos. A recusa em participar do estudo ndo implicard na
descontinuidade da assisténcia odontologica.
Confidencialidade
Os dados a serem utilizados deste estudo terdo como principio basico a manutengdo do sigilo e da integridade
moral e fisica de quaisquer participantes, ficando o coordenador do projeto, responsavel pelo cumprimento dessa
conduta profissional.
Responsabilidade técnica

Biomédico :Prof. Assistente de Micologia IPTSP/UFG
Evandro Ledo Ribeiro  fone(s): (62) 224-4664 ¢ 9973-2646

Odontoéloga Prof? Assistente de Clinica Odontoldgica FO/UFG
Cerise de Castro Campos  fones(s): (62) 223-0433 e 9979 - 3412
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Consentimento
Levedura de Candida isoladas da boca de criangas com e sem sindrome de Down: Aspectos feno-genotipicos,
relacdo intrafamiliar e perfil de imunoglobulinas.
Termo de consentimento livre e esclarecido

O projeto “Levedura de Candida isoladas da boca de criangas com e sem sindrome de Down: Aspectos
feno-genotipicos, relagdo intrafamiliar e perfil de imunoglobulinas.”, tem como objetivo verificar se as leveduras
colhidas da saliva jugal provenientes da boca de criancas com sindrome de Down apresentam-se como
microrganismo mais infecciosos ao sapinho da boca dessas criancas que as de criangas sem sindrome.
Verificando ainda como o sistema imune da crianga, através de coleta de sangue se apresenta quanto a produgéo
de anticorpos.

Estas avaliagdes laboratoriais tanto de saliva de cada crianga, irmdo (se houver)e pais como de
sangue apenas de criangas com sindrome de Down permitird definir a linha de conduta da terapia odontoldgica
para reduzir o nimero de casos de sapinho na boca dessa criancas e como as mesmas poderiam chegar a boca a
partir da comparagdo se sdo as mesmas que se encontram na boca dos irmaos, se houverem ¢ pais e/ou
responsavel.

As informagdes clinicas e laboratoriais serdo utilizadas confidencialmente para este estudo.

Declaro ter explicado em detalhes os procedimentos acima descritos no texto “Informagdo ao Paciente,
Pais e/ou Responsavel” e a estes concedidos a oportunidade de fazer demais perguntas que julgarem necessarias
ao melhor esclarecimento.

Prof. Evandro Ledo Ribeiro Prof* Cerise de Castro Campos

(INVESTIGADOR/COORDENADOR) (ODONTOLOGA)

Declaro ter entendido as explicagdes recebidas e concordo livremente em participar do estudo , podendo desistir
em qualquer momento.

Nome da Crianga N do Paciente

Data: / /

Assinatura dos Pais e/ou Responsavel

Testemunha
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA E UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE, FACULDADE DE ODONTOLOGIA &
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

Q CENTRO ODONTO-MICROBIOLOGICO EM SINDROME DE DOWN

Setor de Odontopediatria
FICHA DO PACIENTE

01. Paciente 02. Idade
03. Prontuario n® 04. Filiagdo
05. Género 06. Cor 07. Peso

08. Endereco

ODONTOLOGIA

09. Avaliag&o clinico-odontoldgica
10. Antecedentes odontoldgicos
11. Antecedentes clinicos

12. Uso de medicamentos 13. Enfermidades Congénitas
14. OBS complementares

COLETA ODONTOLOGICA

15. Saliva () Candida sp (swabs e tubos de ensaio com salina)
16. Relagdo Intrafamiliar: () Pai ( ) M&@e ( ) Responsavel
() Irméos: (01) (02) (03) (04) (05) (+)

Nome(s): Pai Idade
Mae Idade
Responsavel Idade
Irmé&os: 01 Idade

02 Idade
03 Idade
04 Idade
05 Idade
(+) Idade

17. OBS complementares

18. Responsavel 19. Data 20. Horaério

SETOR DE COLETA/IMUNOLOGIA - IPTSP/UFG
(Paciente em Estudo — Crianga com sindrome de Down)

19. Coleta ( ) sangue 20. Identificacdo n®
21. Responsavel
22. Data 23. Horario
24. OBS complementares

Obs: Ficha elaborada de acordo com o procedimento micoldgico e de coleta de sangue de pacientes com Sindrome de Down encaminhados
ao Laboratorio de Fungos Patogénicos do IPTSP/UFG



ANEXO 3



Meios de cultura, solucdes, reagentes e leveduras-padrao

Solucao de salina Kreegen-Van Rij, 1984; Lacaz et al., 1991

Cloreto de s0dio (REAZEN)......cccveeiuieriieriieeiiecieeeee et 0,85¢g
Agua deStilada.quS.p. w.oveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 1000,0mL
A solugdo foi esterilizada em baldao volumétrico de fundo chato de 2L, fechado com tampao

de algodao hidréfobo, autoclavada a 121°C por 15 minutos e armazenada em geladeira.

Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol Kreegen-Van Rij, 1984; Lacaz et al., 1991

AGAT (DHFCO)....eeeeee oo 15,0g
Peptona bacterioldgica (DifCo).....cceevuieriieiiiieiie e 10,0g
GlICOSE (SIZMA)...uuiiiieiieiieriieriiesieeree ettt e sere e e enee st e snaesaaeeseeesnesnneeneas 40,0g
Extrato de levedura (Merck) .........coeeecuiieiiieiieecie e 5,0g
Infusdo de cérebro-coracdo (Brain Heart Infusion — BHI) (Sigma) ......... 1,0g
Cloranfenicol (Farmitalia/Carlo Erba)..........cccccceeveeeiiiiiiiiiiiieieeieeiee 0,1g
Agua deStilada. Q.S.Peee.eeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo .1000,0mL

O meio de cultura Sabouraud foi adicionado a dgua destilada e a solug@o foi aquecida até a
completa dissolugdo, juntando-se o cloranfenicol. Apos homogeneizacdo, o meio foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e distribuido 5SmL em tubos de ensaio de
15x160mm esterilizados, fechados com tampao de algodao hidréfobo, inclinados e mantidos

sob refrigeracao.

Agar corn-meal - Tween 80 Kregen-Van Rij, 1984; Lacaz et al., 1991

Agar COrN-meal (MErCK)...........ooovovveeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 17,0g
Tween 80 (BactO).....ovuuiiii i .2,8mL
Agua deStilada QuS.P. weveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000,0mL

O meio foi adicionado a agua destilada e aquecido até a sua completa fusdo. Apos
acrescentar o tween 80, o meio foi autoclavado, em tubos de ensaio de 15x160mm em

volumes de 10mL fechados com tampdo de algoddo hidrofobo, a 121°C por 15 minutos e



armazenados sob refrigeracdo. No momento do uso, foi fundindo e 3mL, ainda liquido do
meio, foram colocados com pipeta esterilizada sobre a superficie de uma lamina. Apos
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solidificacdo foi preparado, em condi¢do asséptica, o microcultivo das amostras do fungo em

estudo.

Agar para assimilagéo de fonte de carbono (Auxanograma) Kregen-Van Rij, 1984;

Lacaz et al., 1991

Sulfato de amonio (REAZEN) ........cevueeeviiieiiieeiieeieeee e 5,0g
Fosfato de potassio monobasico (Reagen) .........cccceeeeeevieenieeniiesiieeieeee, 1,0g
Sulfato de magnésio 7H20 (REAZEN).......ccvevveeierieeieeieeieeie e 0,5g
AAT (DHFCO) ..o 20,0g
Agua destilada quS.P........oveveeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000,0mL

Dissolver o agar em 4agua destilada e aquecer para solubilizagdo. Adicionar os sais,
homogeinizar e autoclavar a 121°C por 15 minutos em baldo volumétrico de fundo chato de
2L. Em seguida distribuir 18 mL do meio em tubos de ensaio esterilizados de 30x200mm,
fechados com tampao de algodao hidrofobo e armazenar sob refrigeragao.

Aclcares empregados no auxonograma

Glicose, maltose, galactose, lactose, sacarose, rafinose e celobiose (Merck)

Caldo para fermentacdo de fonte de carbono (Zimograma) Kreegen-Van Rij, 1984;

Lacaz et al., 1991

Extrato de leveduras (Merck).........ccocvieiieeiieeiiie e 0,5g
Peptona bacterioldgica (DifCo).......cevvuiieciieeiiiieiie e 0,5g
Agua deStilada quS.P. v.veevveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100,0mL
Acucar (maltose, glicose, sacarose ou lactose) (Merck) .........cceceevvueernnnns 1,0g
Azul de bromocrezol (1,6g em 100mL &Icool) ......ccvevvevienienieeieeieeene, 0,1mL

Distribuir aliquotas de SmL em tubos ensaio de 12x120mm, com tubo de Durham invertido,
fechados com tampdo de algoddo hidrofobo. Esterilizar o meio em autoclave a 121°C por 15

minutos e armazenar em geladeira até o momento de uso.

Agar extrato de malte Pongpaichit et al., 1987 ¢ Hunter et al., 1989

Agar extrato de malte (OX0Id).........o.oovvevervrvieeeeeeeeeeeeeeee e, 6,0g



AAT (DHFCO)...oeeeeeeeeeeeeeeee e 20,0g

Agua deStilada GuS.Pu...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000,0mL
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Dissolver o agar em 4agua destilada acrescentar extrato de malte e aquecer para total
solubilizacdo. Em seguida o meio foi esterilizado em autoclave, num baldo volumétrico de
fundo chato de 2L, a 121°C por 15 minutos e distribuido 20mL em placas de Petri 20x100mm

esterilizadas. Este meio foi armazenado sob refrigeracao.

Solugdo para formacao de tubo germinativo Kreegen-Van Rij, 1984; Odds, 1988
Soro fetal bovino (LGCBI0).......ovuiiiiii e, 0,5mL

A solucao de soro fetal bovino foi adicionada a tubos de ensaio de 15x60mm acrescido de

0,5% de glicose ¢ mantido em banho-mantido a 37°C no momento de uso.

Agar de albumina (Riichel et al., 1982)

Meio A
Base de carbono para leveduras (Yeast Carbon Base) (Difco)............... 11,7¢g
Albumina bovina fracao V (Sigma)........ccceeveeeriieenieeniierieesieeeee e 2,0g
Protovit (ROCHE)......ccoiieeiieeiie e 2,5mL
Agua deStilada quS.Pu...eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 100,0mL

O meio foi esterilizado por filtragdo (membrana Miliporre de 0,22um).

Meio B
AT (DIFCO).....veeeeeeeeeeeeeee e 18,0g
Agua destilada quS.P.....oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 900,0mL

O meio foi totalmente dissolvido em agua destilada mediante aquecimento. Posteriormente,
foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Quando o meio B foi resfriado a 45°C, o meio A foi
adicionado e ap6s homogeneizacao, distribuido em placas de Petri de 20x100mm esterilizadas

¢ mantidas em geladeira at¢ o momento de uso.

Agar Sabouraud acrescido de emulsdo de ovo (Prince et al., 1982)

Meio A
L€ 1S 00 I I 0 7 U SUS 80,0g



Solugdo fisi010gICa @ 0,85%0 .eeeuveeeiieeiieeiieeeeeee e 80,0mL
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O meio foi adicionado a um erlenmeyer de 250mL com pérolas de vidro esterilizadas e

homogeneizado até a formacdo de solugdo de emulsio de ovo.

Meio B

Peptona bacteriologica (DifCo).......ceevveeriiiriieiiieciie e 10,0g
GlICOSE (SIZMA)...tiiiiiieiiieiieeeiteee et e ee et sree e e s e e s seesseeenneas 20,0g
Cloreto de s0dio (REAZEN)......ccueevuieiiieiiieeiieeie e 57,3¢g
Cloreto de calcio (REageN).......c.eecueeieeiieieeieeieee et 0,55g
AAT (DHFCO)....oeveeeeeeeeeeeeee et 20,0g
Agua destilada quS.P.....c.eveveeeeeeeeeeee e 1000,0mL

Ap6s aquecimento para dissolug¢do dos ingredientes, o meio B foi esterilizado em autoclave a
121°C por 15 minutos. Depois de resfriado a 45°C, foi adicionado ao mesmo, o meio A e
homogeneizado. O meio B foi em seguida, distribuido em placas de Petri de 20x100mm

esterilizadas e mantido sob refrigeracdo até o emprego.

Agar Sabouraud dextrose modificado Polonelli et al., 1990

GLlICOSE (SIZMA).....uiiiieiieiieriieiiereeriee st e steeseesaeetesaesnreenseeaeenseensesnseeneas 20,0g
Peptona bacteriologica (DifCo)........ccoueeveiiiiriiiiiiiiieiceceieee e 10,0g
Azul de metileno (MErck) ......cceeevieiiieiiiecieeeiieeee e 0,03g
Acido CIIICO (METCK)......vevveeeeeeeeeeee e, 19,2g
Fosfato de potassio dibasico (Reagen).........cccccveevueeeciieerieenieenieeeieeeen. 34,8¢
AGAT (DHFCO)...eeeeeeeee e 20,0g
Agua deStilada QuS.Pe.ee e 1000,0mL

O pH do meio foi ajustado em 4,7 + 0,2 a 25°C, o agar fundido € volumes de 20mL foram
distribuidos em tubos de ensaio de 30x200mL, fechados com algodao hidroéfobo, esterilizados

em autoclave a 121°C por 15 minutos e armazenados em geladeira.

Leveduras produtoras das toxinas Killer Polonelli et al., 1990




As nove leveduras padrdo produtoras de toxinas Killer, abaixo relacionadas, procedentes da
Universidade de Parma — Itdlia, cedidas pelo Instituto de Ciéncias de Biomédicas da

Universidade de Sao Paulo, e mantidas por repiques sucessivos no Laboratorio de Fungos
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Patogénicos do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de

Goias.
Leveduras-padrao Colecao original Prof. Polonelli (Parma/Italia)
Hansenula sp Stumm-1034 K,
Pichia sp Stumm-1035 K,
Hansenula anomala Um-Milano K;
Hansenula anomala CBS-5759 K4
Hansenula anomala Ahearn-UN866 Ks
Hansenula californica Ahearn-WC40 Ke
Hansenula canadensis Ahearn-WC41 K5
Hansenula dimennae Ahearn-WC44 Ks
Hansenula mrakii Ahearn-WC51 Ko

RPMI-MOPS (NCCLS, 1997)

RPMI 1640 (com glutamina e sem bicarbonato de sddio) (Sigma).......... 10,5g
MOPS (4cido 2-[N-morfolino]-propanossulfonico) (Sigma)................... 34,5¢g
Cloranfenicol (Farmitalia/Carlo Erba)...........ccccccovvviviiieciiiiiicieeeee 0,5g
Agua deStilada quS.Pu....e.cveeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000,0g

Dissolver os componentes em agua destilada. Ajustar o pH final para 7,0 (com solugdo de
hidroxido de sddio 10N). Homogeneizar e esterilizar o meio por filtragdo (membrana Milipore
de 0,22um). Manter em baldo volumétrico de fundo chato de 2L, fechado com algodao

hidréfobo, sob refrigeragdo, até o momento de uso.



Caldo YEPD

Peptona Extrato de levedura (Merck).........cccuvevveeiieiniieniieieeeieeeeeeen 10,0g
GlICOSE (SIZIMA)...eiiieiieeiieeiieeiieeie et ete e eete e ae e sateeneesnaeeseeenaesnneeneas 20,0g
Agua deStilada quS.P...veeeeieeeeeeeeeeeee e, 1000,0mL
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Os componentes foram misturados e distribuidos em tubos de ensaio de 15x160mm em
volumes de 5SmL, fechados com tampao de algodao hidrofobo, e a seguir esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos. Posteriormente, mantidos sob refrigeragdo, até o0 momento

de uso.

Tampao fosfato de potdssio 50nM

Dihidrogenofosfato de potassio (Reagen)..........cccevvevveerieeneeneeneeneenens e 0,29¢
Monohidrogenofosfato de potassio (Reagen)..........cocceeveevvenienienieneeninnns 0,46g
Agua destilada quS.P......oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100,0mL

pH = 7,5 acertado com NaOH ou HCI IN e correcao das concentragdes das substancias em
uso em 0,002g.
A solugdo foi autoclavada em erlenmeyer de 250mL, fechado com tampao de algodao

hidréfobo, a 121°C por 15 minutos e estocada em geladeira.

EDTA 500mM ( Acido etilenodiamino tetra-acético)

Acido sédio etilenodiamino tetra-acético (Na,EDTA) (Merck)............... 186,1g
Hidroxido de s6dio (Reagen).........cocvevveerieniienieniienieiesceiceseesee e 20,0g
Agua deStlada QuS.Pe... e 1000,0mL

pH = 8,0 acertado com NaOH 1N
O EDTA foi dissolvido, por agitacdo, em baldo volumétrico de 2L, em 700mL de agua
destilada, mantido em agitador mecanico e acertando-se o pH. O volume ¢ completado para

1L. A solugéo foi autoclavada a 121°C durante 15 minutos e estocada a temperatura ambiente.

Solucdo de lise
EDTA SOOIMM ...ttt e e eeeeeeeeeeeeeeereaeeeeeas 10,0mL

Duodecil sulfato de s6dio (Sigma) 10% .....cceeoveveerieiiiinieiiiiieeieeeeee 2,0mL

O meio foi feito, no momento de uso, em erlenmeyer de 250mL esterilizado.



Acetato de potassio SM

Acetato de potassio (Merck)........eevveeiieriieiiie e 49,07g
Agua deStilada quS.P...vveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100,0mL
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O meio foi feito e mantido em erlenmeyer de 250mL esterilizado, fechado com tampao de

algodao hidréfobo a temperatura ambiente

Tris-EDTA (TE)

TriS-base (SIZMA)...cccuvieieiieiiieiieeie ettt e et eeeteeesteeetee et e e sneeeseaeenns 0,12¢g
EDTA S00MM....oiiiiiiiiiiiiiienieeieee ettt 0,2mL
Agua deStilada quS.P...veeeveeeeeeieeeeee e, 100,0mL

pH = 7,5 acertado com HCI 1N
O meio foi autoclavado a 121°C por 15 minutos em erlenmeyer de 250mL, fechado com

tampao de algodao hidrofobo e mantido a temperatura ambiente.

Tampao TE

Trizma base (Gilbco BRL)........cooiiiiiiiieieeeeee e 54,0g
EDTA 500mM PH 8,0.....ciiiiiiiiiiiiiiieieeeeereeeeseetee e 10,0mL
Agua destilada quS.P......eeeeeeii e 1000,0mL

Ap6s dissolucdo do trizma base em agua destilada no agitador mecanico, o EDTA foi
adicionado. A solugdo foi autoclavada em baldo volumétrico de fundo chato de 2L, durante 15

minutos e estocada a temperatura ambiente.

Tris-HCL 1M pH 7.4
Trizma base (Gilbo BRL)........cooiiiiiieiiieeeeee e 121,1¢g
Agua desStilada quS.Pu...veeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000,0mL

O trizma base foi dissolvido em 500mL de agua destilada, no agitador magnético, em balao
volumétrico de 2L, fechado com tampao de algoddo hidrofobo. A solucdo foi resfriada a
temperatura ambiente ¢ o pH foi ajustado para 7,4, adicionando-se HCI. O volume foi
completado para 1L, esterilizado em autoclave a 121°C, durante 15 minutos e estocado a

temperatura ambiente.



Tampao TEB 5X

Acido DOTICO (SIZMA)........veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27,5¢g
Trizma base (GIbco BRL).......ccciiiiiiiiiecicceee e 54,0g
EDTA 500mM PH 8,4.....oiiiiiiiiiiiieieieceeeet e 10,0mL
109
Agua deStilada GuS.P...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000,0mL

O 4cido borico e o trizma base foram dissolvidos em dgua destilada, no agitador magnético,
e o EDTA foi adicionado. A solugio foi autoclavada a 121°C, durante 15 minutos, em baldo
volumétrico de fundo chato de 2L, fechado com tampao de algodao hidréfobo e mantida a

temperatura ambiente.

TENTS

Tris HCITOMM, PH 7,5 it 2,0mL de Tris HCI
EDTA ImMM, PH 8,0.....ciiiiieiiieieee ettt 200,0uL de EDTA
Cloreto de s6dio 0,2M (ReaZEN).......cevuiriiiriiiriieiieniieiiereeie e 11,6g

Triton (BIOAZENCY ). eecviieiiieeiieeiie ettt ettt e et e e e sane e aaeeneeas 2,0g

Dodecil sulfato de s6dio (Pharmacia).........ccceecveevveenieeniiieniieeiieeiie e 1,0g

O meio foi adicionado a um elermeyer de 250mL, fechado com um tampao de algodao
hidréfobo, esterilizado a 121°C por 15 minutos e conservado sob refrigeragdo, sendo os dois

primeiros elementos desse meio utilizados na concentragio de 0,5M.

Solucdo de brometo de etidio 10mg/mL

Brometo de etidio (Pharmacia)............ccccecveeevieiiiieeiieerieeeeeeseeeee e 0,2g
Agua destilada € autoclavada quS.p.........oveveeeveeeeeeeereeeeeeeeeeee oo 19,8mL
O brometo de etidio foi dissolvido em agua destilada e autoclavada em um baldo de 250mL

esterilizado e estocado a temperatura ambiente em frasco escuro asséptico.









