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RESUMO

Leveduras do género Candida s@o habitantes comuns da cavidade bucal e podem causar
infeccdo em imunocomprometidos como em Diabéticos. As leveduras podem ser isoladas
de bolsa periodontal desses pacientes e originar um quadro de superinfec¢do. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a frequéncia e o perfil de viruléncia quanto a capacidade de
aderéncia e atividade enzimatica de proteinase e fosfolipase de Candida spp. isoladas da
periodontite de pacientes diabéticos atendidos no Centro de Especialidades
Odontoldgicas da Universidade do Estado do Amazonas (CEO-UEA). Foram coletadas
amostras de bolsas periodontais de 30 pacientes diabéticos e situacbes variaveis de
controle glicémico e 30 pacientes sem diabetes. As amostras foram coletadas com ajuda
de swabs e pontas de papel absorvente, e semeados em placas de Petri contendo agar-
Sabouraud dextrose com cloranfenicol e incubadas a 37°C. Os isolados de Candida foram
identificados pelas provas classicas usadas em micologia e submetidas a provas de
capacidade de aderéncia e a atividade de fosfolipase e proteinase. Foram encontradas
leveduras em 26,7% dos pacientes. A média de idade dos pacientes do grupo caso e
controle foram 56 e 50 anos, respectivamente, havendo diferenca significativa entre os
grupos (p=0,026). Doze individuos com diabetes (40%) e quatro pacientes nao-
diabéticos (13,3%) apresentaram espécies de Candida, respectivamente, havendo
diferenca significativa (p=0,041) entre os grupos. O maior numero de isolados de
diabéticos corresponderam a C. albicans (23,3%), seguido de C. krusei (6,7%), C.
tropicalis (6,7%) e C. glabrata (3,3%). No grupo controle a maior prevaléncia também
foi de C. albicans (6,7%) seguido de C. krusei (3,3%), C. tropicalis (3,3%). Individuos
diabéticos com glicemia e hemoglobina glicada elevadas apresentaram uma percentagem
significativamente mais elevada de leveduras nas bolsas periodontais (p<0,05) que
individuos ndo diabéticos. Candida albicans e C. tropicalis desenvolveram aderéncia e
atividade de proteinase e fosfolipase nos dois grupos testados, néo havendo diferenca
estatistica entre os grupos (p=0,269). Candida krusei apresentou fraca aderéncia e
atividade de proteinase somente no grupo dos diabéticos, e C. glabrata isolada de
diabéticos apresentou fraca aderéncia. As cepas de Candida albicans e ndo-albicans
desenvolveram fatores de viruléncia sugerindo que a imunossupressdo, idade e
descontrole glicémico de pacientes diabéticos podem contribuir para a colonizacéo de

leveduras nas bolsas periodontais e consequente progressdo da doenga periodontal.



Palavras-chave: Candida spp.; diabetes; periodontite; proteinase; fosfolipase; aderéncia.



10

ABSTRACT

Candida yeasts are common inhabitants of the oral cavity and can cause infection in
immunocompromised as in Diabetics. The yeast may be isolated from periodontal pockets
and these patients give a superinfection above. The objective of this study was to evaluate
the frequency and virulence profile as the adhesiveness and enzymatic activity of
proteinase and phospholipase Candida spp. isolated from periodontitis diabetic patients.
Periodontal pockets samples of 30 patients with diabetes and glycemic control variables
situations and 30 patients without diabetes were collected. The samples were collected
with swabs help and absorbent paper points and seeded in Petri dishes containing agar
Sabouraud dextrose with chloramphenicol and incubated at 37 ° C. The isolates were
identified by classical methods used in mycology. Isolates of Candida were subjected to
tests of adhesiveness and phospholipase and proteinase activity. Yeasts were found in
26.7% of patients. The average age of the case group and control patients were 56 and 50
years, respectively, with significant difference between groups (p = 0.026). Twelve
individuals with diabetes had yeast (40%) and four non-diabetic patients (13.3%) with a
significant difference (p = 0.041) between the groups. The greatest number of isolates in
the group corresponding to the case C. albicans (23.3%), followed by C.krusei (6.7%),
C. tropicalis (6.7%) and C. glabrata (3.3%). In the control group the highest prevalence
was also of C.albicans (6.7%) followed by C.krusei (3.3%), C. tropicalis (3.3%).
Individuals with diabetes and high blood glucose glycated hemoglobin had a significantly
higher percentage of yeasts in periodontal pockets (p<0,05) than nondiabetic individuals.
Candida albicans and C. tropicalis developed grip and proteinase and phospholipase
activity in the two groups tested (p=0,269). Candida krusei had a weak grip and
proteinase activity only in the diabetic group. Strains of C. albicans and non-albicans
developed virulence factors suggesting that immunosuppression, age and loss of glycemic
control in these patients may contribute to the colonization of yeast in periodontal pockets

and consequent progression of periodontal disease.

Keywords: Candida spp.; diabetes; periodontitis; proteinase; phospholipase; adherence
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1 INTRODUCAO

As leveduras do género Candida habitam diversos ecossistemas sendo a mucosa
bucal considerada um dos principais reservatérios, onde podem se estabelecer como
microbiota comensal normal sem causar danos ao hospedeiro (P1ZZO et al, 2002).
Entretanto, na presenca de fatores de predisposicdo sdo capazes de se tornarem
patogénicas, levando a infec¢bes que podem evoluir de uma leséo superficial na mucosa
a disseminacao sisttmica (MCMICHAEL et al, 2004; SOUZA et al, 2010); podendo
acarretar numa taxa de mortalidade de até 60% relacionadas a candidoses invasivas
(EGGIMANN et al., 2003).

Embora C. albicans permaneca o agente etiolégico mais comum associado a
candidoses bucais, verifica-se que outras espécies de Candida ndo albicans como C.
tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. krusei e C. glabrata
também estdo envolvidas como importantes patdgenos destas infecgdes flngicas
oportunistas (Ql et al., 2005; PFALLER e DIEKEMA, 2007).

A capacidade que as leveduras do género Candida tém de colonizar, penetrar e
fazer danos ao tecido do hospedeiro depende de um equilibrio entre fatores de viruléncia
deste microrganismo e de fatores especificos ligados ao hospedeiro (PIRES et al., 2001).
A maioria das infeccdes por Candida sdo enddgenas e podem resultar da proliferacdo ou
alteracbes da microbiota humana determinada por fatores de risco tais como a
imunossupressao, uso prolongado de antibiéticos e tratamentos que comprometam o
estado imunoldgico dos individuos, permitindo que esse microrganismo se tornem

oportunistas e desencadeiem quadros infecciosos (PAUW; PICAZO, 2008).

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabolica, caracterizada pelo aumento
do nivel glicémico no sangue, a hiperglicemia, que pode acarretar em alteragdes no
organismo, interferindo na resposta fisiologica do individuo, no sistema vascular
periférico, na resposta inflamatdria, no sistema imunoldgico e, consequentemente, na
reparacao tecidual. Todos esses efeitos acabam por modificar a susceptibilidade do
diabético as infeccbes bucais, geralmente relacionadas com fungos, especialmente
Candida (KUMAR et al., 2005).

Dentre as implicagdes bucais do diabetes pode-se destacar o aumento da
severidade da doenca periodontal (LOE, 1993), ocorréncia da diminuicao do fluxo salivar
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ou xerostomia, sensacao de queimacdo ou ardéncia bucal (NISHIMURA, 1998), sendo
que a frequéncia e a gravidade das manifestacdes clinicas séo resultantes da gravidade e

da duragéo do diabetes.

A doenga periodontal é caracterizada como um processo inflamatorio que acomete
os tecidos de sustentacdo dos dentes, tendo como fator etioldgico primario o biofilme
bacteriano. A manutencdo da integridade dos tecidos periodontais depende do equilibrio
dindmico entre uma agressdo microbiana e/ ou traumaética e a resposta do organismo. O
desequilibrio neste mecanismo associado a um comprometimento sistémico pode
exacerbar uma reacdo inflamatoria prévia, levando a uma severa destruicdo tecidual
(TAYLOR et al., 1998).

Além disso, as evidéncias indicam uma forte correlacdo entre a severidade da
doenca periodontal e diabetes, com base no fato de que a infeccdo periodontal esta
associada com controle glicémico inadequado neste grupo especifico de pacientes
(TAYLOR; BORGNAKKE, 2008), e que a taxa de aumento da ocorréncia de leveduras
estd associada a pacientes imunocomprometidos com doencas periodontais, tais como
diabéticos (WILLIS et al., 2000; MANFREDI et al., 2002).

A patogenicidade da Candida na doenca periodontal pode ser auxiliada pela
capacidade de adesdo e habilidade de algumas espécies deste género produzirem fatores
de viruléncia, como enzimas hidroliticas (proteinases, fosfolipases), contribuindo na
destruicdo e invasdo do tecido hospedeiro (PENHA et al., 2000; KAWECKI et al., 2006,
MARDEGAN et al., 2006). Em portadores de DM, pode haver diminui¢do da funcéo dos
leucdcitos polimorfonucleares, predispondo esses individuos a maior severidade de
infeccbes por Candida (URZUA et al., 2008).

Alguns fatores como a presenca de leveduras na doenga periodontal, o tipo do
diabetes, e o grau de controle glicémico do paciente tém sido associados com individuos
diabéticos e microrganismos bucais, entretanto, apesar do relevante papel que as espécies
de Candida tém desempenhado na ecologia da cavidade bucal, ha caréncia de estudos
sobre a distribuicdo e o papel desses microrganismos na doenca periodontal de individuos

imunocomprometidos, principalmente em diabéticos.



21

2. OBJETIVO GERAL

- Avaliar a prevaléncia e perfil de viruléncia de Candida spp. bucais em portadores de

doenca periodontal e diabetes tipo 2.

2.1 Objetivos especificos

e Isolar espécies de Candida da regido periodontal de pacientes diabéticos e ndo
diabéticos com periodontite de um Centro de Especialidade Odontologica de
Manaus,

e Correlacionar glicemia com as espécies de Candida coletadas de bolsas
periodontais de diabéticos,

e Auvaliar o perfil de viruléncia dos isolados de Candida quanto a capacidade de
aderéncia a células epiteliais bucais e a atividade enzimatica das enzimas

proteinase e fosfolipase.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 GENERO Candida

As leveduras do género Candida podem ser encontradas em variados
ecossistemas, fazendo parte da microbiota de homens e animais. Esses microrganismos
degradam proteinas e carboidratos para obterem carbono e nitrogénio, elementos
essenciais para seu desenvolvimento (GIOLO e SVIDZINSKI, 2010).

Devido a sua capacidade adaptativa, as leveduras podem desenvolver-se tanto na
presenca de oxigénio quanto em anaerobiose. Na maioria das vezes se reproduzem de
maneira assexuada, por meio de estruturas denominadas blastsporos, entretanto algumas
especies se multiplicam sexuadamente (GIOLO e SVIDZINSKI, 2010).

Candida € classificada taxonomicamente no reino Fungi, Filo Ascomycota, classe
Ascomycetes , familia Saccharomycetaceae. De acordo com SIDRIM e ROCHA
(2004), o género Candida é o principal entre as leveduras patogénicas, compreendendo

aproximadamente 200 espécies.

C. albicans € considerada a principal levedura patogénica oportunista por ser a
espécie mais frequentemente isolada em humanos (ANGIOLELLA et al., 2008).
Entretanto, nas Gltimas décadas tem sido observado significativo aumento de outras
espécies: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. kefyr, C. norvegensis,
C. rugosa, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. ciferrii, C. haemulonii, C. lipolytica, C.
pulcherrima, C. catenulata, C. utilis, C. viswanathii e C. zeylanoides. Essas e outras
espécies, conhecidas como ndo-albicans, tém sido cada vez mais implicadas em processos
infecciosos em humanos (SIDRIM e ROCHA, 2004).

Na cavidade bucal, muitas espécies ja foram isoladas, sendo reconhecidas
C.albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis, C. kefyr, C. glabrata,
C. guilliermondii como os principais agentes de processos patogénicos (CANNON et al.,
1995)

Segundo Yang (2003), Candida albicans continua sendo a espécie mais
prevalente, mas espécies de Candida nédo albicans, como Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida dubliniensis, ttém sido identificadas em candidoses

bucais com importante frequéncia (VILLAR et al., 2004).
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Candida albicans é considerada uma das espéecies mais virulenta e adaptada a
cavidade bucal, sobrevivendo e proliferando em varios nichos ecologicos fornecidos pelo
hospedeiro humano (CALDERONE e FRONZI, 2001). E a mais frequente em infeccdes
fangicas superficiais e invasivas, e a maioria dos isolados apresentam sensibilidade a
antifangicos de uso sistémico. Entretanto, foram descritos alguns casos de resisténcia
adquirida a alguns azolicos de uso prolongado (SANGLLARD et al., 2002; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003).

C. tropicalis esta presente tanto no ambiente quanto na microbiota humana, e o
mecanismo de transmissdo é predominantemente enddgeno. A maioria dos pacientes
colonizados por essa espécie podem desenvolver infeccdes sistémicas (BARCHIESI et
al., 2000).

C. glabrata é uma levedura presente no ambiente hospitalar, sendo a terceira
espécie do género mais prevalente em hemoculturas e a segunda mais isolada da cavidade
oral de individuos HIV positivos (DIEKEMA et al., 2002; SANGUINETTI et al., 2005;
PFALLER et al., 2009). Estudos indicam que cerca de 9% dos isolados clinicos de C.
glabrata apresentaram resisténcia ao fluconazol e 37 a 40% ao itraconazol, além de
apresentarem menos susceptibilidade a anfotericina B ((DIEKEMA et al., 2002;
SANGUINETTI et al., 2005).

C. krusei é responsavel por cerca de 2 a 3% dos casos de candidemia em ambiente
hospitalar (WINGARD, 2002), sendo associada a individuos neutropénicos, que
realizaram transplante de medula déssea e ao uso do fluconazol (PFALLER et al., 2008).
Apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol e sensibilidade reduzida a anfotericina B,
mas susceptivel in vitro ao voriconazol e as equinocandinas (DIEKEMA et al., 2002;
HAKKI et al., 2006).

C. dubliniensis é fenotipicamente semelhante a C. albicans, apresenta maior
resisténcia aos azois e € menos virulenta (SULLIVAN et al., 1997; NOEL et al., 2003).
Relacionada com infecgdes em pacientes portadores de HIV, sendo isolada com

frequéncia da mucosa oral e vaginal desses individuos (NOEL et al., 2003).

Num estudo realizado com o objetivo de diagnosticar leveduroses em pacientes
imunocomprometidos incluindo diabéticos, dos 104 pacientes analisados, 19

apresentaram episodios de levedurose. Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
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tropicalis e espécies emergentes como Candida krusei e Candida guilliermondii foram
isoladas, comprovando-se que espécies emergentes tém alterado o perfil epidemiologico
de infeccOes nesses pacientes (MACEDO et al., 2009).

3.1.1 Fatores de risco do hospedeiro

Indmeros fatores ligados ao hospedeiro tém sido relacionados como facilitadores
para o desenvolvimento de infec¢des fungicas invasivas. Entre os mais importantes estéo
0 uso de antibidticos de largo espectro, tempo prolongado de interna¢do hospitalar,
neutropenia, nutri¢do parental, sonda vesical, ventilagdo mecéanica, cateter venoso central
e colonizacdo de varios sitios anatdbmicos por leveduras (DIGNANI et al., 2003). O estado
fisiologico do hospedeiro tem sido reconhecido como a condi¢do primaria para a
ocorréncia de candidoses, mais do que a viruléncia intrinseca do microrganismo
oportunista (NAGLIK et al., 1999).

Segundo Pappas et al. (2003), merecem ser destacados a idade elevada,
imunossupressao, insuficiéncia renal, diabetes, quimioterapia, radioterapia, lesdo de

mucosas, hemodialise, cirurgia prévia e corticoterapia.

Hospedeiros imunossuprimidos e a alta viruléncia de C. albicans s&o uma
combinacéo ideal que favorece o0 seu surgimento como importante agente de doengas em
humanos (ANGIOLELLA et al., 2008). Mudangas fisiol6gicas no organismo, como
gravidez e infancia, fatores nutricionais, tratamentos com antibiéticos de amplo espectro,
drogas imunossupressoras sao fatores que predispdem a infecgdes por Candida spp.
(KLEINEGGER et al., 1996; TEKELI et al., 2004). Alteracbes anatomofisioldgicas
bucais, como macroglossia, doencas respiratdrias e comprometimento simultaneo da
resposta imunoldgica inata e adquirida, além de fatores locais, como xerostomia e
aparelhos protéticos, sdo condi¢cdes que predispdem ao desenvolvimento de infeccoes e
aumentam a susceptibilidade a processos infecciosos, inclusive aqueles causados por
leveduras do género Candida (CARSLEDT et al., 1996; SANITA et al., 2009).

Além desses fatores, a hipofuncéo das glandulas salivares, a diminuicdo do fluxo
ou do pH salivar, diabetes mellitus, pacientes com céncer em estagio avangado, uso de
quimioterapicos e HIV positivos também constituem fatores de risco para candidemias
(VARGAS & JOLLY, 2002; PEIXOTO et al., 2010). Estudos em pacientes diabéticos

demonstraram uma maior prevaléncia de Candida na cavidade bucal quando comparados
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aos pacientes ndo diabéticos, como mostrou o estudo de Sardi et al. (2008), que
verificaram maior frequéncia de espécies de Candida nos pacientes diabéticos com

periodontite cronica.
3.1.2 Fatores de viruléncia

A viruléncia de leveduras do género Candida pode estar relacionada a varios
fatores como a adeséo as células do hospedeiro, alteracdes fenotipicas e capacidade de
produzirem enzimas hidroliticas, principalmente proteinases e fosfolipases (AL-ABEID
etal., 2004; NIKAWA et al., 2006; MENEZES, 2014).

Muitos fatores de viruléncia tém sido propostos na patogenicidade das espécies de
Candida, sendo que a adesdo as células do hospedeiro, secrecdo de enzimas hidroliticas,
formacéo de hifas e desenvolvimento de biofilme aparentemente tém maior importancia
(WILLIAMS et al., 2011).

3.1.3 Producao de proteinases e fosfolipases por Candida spp.

As leveduras sdo capazes de secretar enzimas extracelulares que destroem as
membranas celulares do hospedeiro, favorecendo posterior invasdo tecidual
(FURLANETO-MAYA, 2008). As principais enzimas produzidas tanto por C. albicans
quanto ndo albicans sdo as fosfolipases e proteinases (ALVARES et al., 2007; NAVES
etal., 2013; RIBEIRO, 2008).

As fosfolipases sdo um grupo de enzimas cuja secre¢do, em C. albicans, é regulada
pelo gene PLBL1. Esta expressdo é afetada por fatores nutricionais, condi¢cdes do ambiente
(temperatura e pH) e fase de crescimento da levedura. Fosfolipidios presentes na

membrana das células humanas e animais s&o os substratos (OMBRELLA et al., 2008).

As fosfolipases sdo possuidoras de dupla importancia na agédo infecciosa de C.
albicans, mediante participacdo no controle de crescimento do fungo, em decorréncia da
sua presenca nas extremidades das formas miceliais e atuacdo também na danificacéo dos
constituintes lipidicos da estrutura celular integrantes da superficie da mucosa infectada
(GHANNOUM e ABU-ELTEEN 1990). Essas enzimas agem clivando os fosfolipideos,
prejudicando a estabilidade da membrana e ocasionando lise celular. A producdo de
fosfolipases concentra-se nas pontas das hifas e a atividade de produgéo € maior quando

a hifa estd em contato direto com a membrana, 0 que sugere que essas enzimas S&o
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importantes na invasao tecidual por C. albicans (GHANNOUM e ABU-ELTEEN, 1990;
NIEWERTH e KORTING, 2001).

Leveduras de C. albicans isoladas de diversos materiais bioldgicos de diabéticos,
fumantes e individuos com céancer, HIV positivos e com sindrome de Down
demonstraram um percentual oscilando de fosfolipases entre 73,3 e 97,9% dos isolados
estudados (CANDIDO, 1991; QUIRINO, 1990; RIBEIRO et al., 2002; SILVEIRA, 1993;
SOUZA, 1990).

Dentre as importantes enzimas de Candida que degradam tecidos estdo as
fosfolipases e aspartil proteinases secretadas (SAPs). Sete tipos de genes de fosfolipases
(PLA, PLB1, PLB2, PLC1, PLC2,PLC3 e PLD1) e 10 de SAP (SAP1 a SAP10) tém sido
identificados em Candida albicans. Apesar do seu papel na patogénese da doenca
periodontal ndo ter sido esclarecido, sabe-se que as fosfolipases podem estar envolvidas
na invasdo tecidual por degradar fosfolipidios, causando lise na membrana da célula do
hospedeiro (SAMARANAYAKE et al., 2006).

As proteinases sdo classificadas em 4 classes, com base no mecanismo catalitico:
cisteinas, serinas, asparticas e metaproteinases. As proteinases asparticas sao isoladas de
varias espécies fungicas e algumas leveduras, como C. albicans, adaptaram essa
propriedade bioquimica para realizar fungdes especializadas durante o processo de
infeccdo em humanos e animais (NAGLIK et al., 2004).

As proteinases sdo reguladas por uma familia de genes SAP. Possuem atividade
proteolitica, ou seja, usam proteinas como substrato. Degradam colageno, queratina,
peptideos localizados na superficie de mucosas e podem, ainda, atuar sobre componentes
do sistema imunoldgico, como imunoglobulinas, complemento e citocinas, facilitando a
invasdo das leveduras aos tecidos do hospedeiro (KUMAR G; KUMAR S; MENON,
2006).

A producdo de proteinases asparticas esté relacionada a habilidade para aderir e
colonizar tecidos do hospedeiro e esta envolvida na invasdo e destruigédo celular (YANG,
2003). De acordo com Oksuz et al. (2007), a capacidade de Candida spp. causar infeccao

é devido a producdo de numerosas enzimas, entre elas as proteinases e as fosfolipases.

Diversos estudos tém demonstrado a relacdo entre o aumento na sintese e a

atividade das enzimas extracelulares fosfolipases e proteinases, com a elevagdo do
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potencial patogénico das leveduras, levando a quadros clinicos de candidiases mais graves
(CORREA et al., 2010).

Numa avaliacdo da frequéncia e da atividade enzimética de Candida spp. na
cavidade bucal de pacientes diabéticos atendidos no Servico de Endocrinologia do
Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara (HUWC/UFC),
foram coletadas amostras de 48 pacientes diabéticos, de ambos 0s sexos, com situacdes
variaveis de controle glicémico, tendo como resultado 15 amostras (31,25%) do género
Candida. A espécie mais frequente foi a C. albicans, com 80%, seguida de C. tropicalis
(13,3%) e C. guillermondii (6,7%). Quanto & pesquisa da atividade enzimatica de Candida
spp., foi observado que 86,6% delas apresentaram atividade de proteinase e 80% de
fosfolipase (MENEZES et al., 2007).

3.1.4 Tubo germinativo e polimorfismo em Candida albicans

A capacidade da levedura em alterar sua morfologia dependendo das condicdes de
temperatura e do pH é denominada polimorfismo celular. Isso ocorre em C. albicans, que
pode apresentar-se sob a forma arredondada denominada blastoconidio, ou formando

pseudo-hifas ou hifas e micélios verdadeiros.

Estudos relatam que a producdo das estruturas micelianas (hifas) eleva a
capacidade de aderéncia da levedura aos tecidos do hospedeiro devido ao aumento da
superficie de contato do mesmo, consequentemente facilitando a invasdo tecidual e
levando a disseminacdo das leveduras a 6rgaos internos do corpo humano. Portanto, as
hifas tém sido relacionadas com as formas mais virulentas, que possivelmente ocorrem
devido a resposta de C. albicans ao estresse ambiental (CALDERONI, 2001; ODDS,
1994).

Pseudo-hifa € outra estrutura morfoldgica observada em C. albicans, produzida
durante sua reproducéo por brotamento, na qual os brotos ndo se destacam da célula-mae,
ocorrendo, entdo, um encadeamento de células, cuja forma lembra uma hifa (ALMEIDA
e SCULLY, 2002). O tubo germinativo é um prolongamento continuo da célula-mée
leveduriforme produzido no inicio do processo de filamentagdo, sendo considerado uma

forma de transicéo entre a levedura e o micélio verdadeiro.

Estudos sugerem que cada uma dessas formas contribui de alguma maneira para a
viruléncia de C. albicans sobre os tecidos do hospedeiro (KUMAMOTO e VINCES,
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2005). A capacidade de alteracdo fenotipica morfoldgica € um dos mais importantes

mecanismos encontrados na patogénese da candidiase.

CONSOLARO et al., (2005) demonstraram que na candidiase vulvovaginal a
producdo de tubo germinativo foi significativamente maior no grupo das mulheres

sintomaticas do que no das assintomaticas.

DAMBROSO et al., (2009) também comprovaram o aumento da porcentagem de
formacéo de tubo germinativo e do tamanho desta estrutura em C. albicans isoladas de

um grupo de pacientes submetidos a tratamento de radioterapia.

Num estudo realizado para investigar a producdo de tubo germinativo e atividade
das enzimas fosfolipase e proteinase de isolados de C. albicans na corrente sanguinea de
153 pacientes imunocomprometidos, quantidades detectdveis de proteinase foram
produzidas por 97% dos isolados, e 78% dos isolados produziram fosfolipase. Tubos
germinativos foram produzidos por 95% dos isolados, concluindo-se que os isolados de

C. albicans podem causar infeccdo em condicdes favoraveis (MATTEI et al., 2013).

Num estudo sobre a invasdo de C. albicans nos tecidos periodontais de pacientes
com periodontite, Jarvensivu et al. (2004) observaram que alteracGes ambientais podem
favorecer a germinacéo de hifas possibilitando maior capacidade de aderir e penetrar nos
tecidos do hospedeiro. Além disso, C. albicans poderia ter um papel na infra-estrutura do
biofilme subgengival e na sua adesdo aos tecidos periodontais, pois sdo mais resistentes

aos mecanismos imunes do que os demais microrganismos.
3.1.5 Capacidade de adesao a células epiteliais

A capacidade dos microrganismos de aderirem a células, tecidos ou outro tipo de
superficie, € um pré-requisito para a colonizacao de um determinado sitio e causa de uma
subsequente infeccdo. Nesse contexto, de acordo com Calderoni & Fonzi (2001), a adesédo
parece ter papel inicial e fundamental no estabelecimento e desencadeamento do processo

infeccioso.

Para que ocorra adesdo, o primeiro estagio depende da aproximacao ou do contato
inicial entre a parede celular da levedura e a superficie da célula do hospedeiro ou de
materiais médico-hospitalares. Esse processo esta condicionado a interferéncia de fatores

bioldgicos e ndo bioldgicos.
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Entre os principais fatores nao bioldgicos séo reconhecidas as interacdes quimicas
que ocorrem entre as macromoléculas, como as forcas de Van der Walls, interacGes
hidrofobicas, eletrostaticas e pontes de hidrogénio (DUNNE, 2003). Em relacdo aos
fatores bioldgicos, a adesdo € mediada por mecanismos moleculares especificos,
principalmente por meio de proteinas chamadas de adesinas. Essas estruturas aumentam
a capacidade do fungo em aderir a superficies inanimadas ou células/tecidos animais
(NOBILE, 2008).

Adesinas sdo biomoléculas que promovem a aderéncia de Candida as células ou
ligantes do hospedeiro. Incluem proteinas da familia Als, Hwplp, Eaplp, Cshlp e outros
receptores de superficie celular (KARKOWSKA-KULETA; KOZIC, 2009).

A aderéncia é o inicio do estabelecimento de uma infeccdo, e 0s patdgenos
fangicos sdo capazes de aderirem a diversos tipos celulares e interagirem com
componentes da matriz extracelular do hospedeiro (LYON; RESENDE, 2006: NIKAWA
et al., 2006).

A aderéncia de Candida spp. as células do hospedeiro é obtida pela combinacao
de mecanismos especificos representados pela interacdo entre o ligante e o receptor e ndo
especificos pela agregacdo, hidrofobicidade da superficie celular e interacdes
eletrostaticas. Além disso, parece ser modulada por uma ampla variedade de adesinas que

sdo expressas na superficie da parede celular (MANFREDI et al., 2006).

A adesdo parece ter papel inicial importante e fundamental no processo de
infeccdo. Resende & Lyon (2006) avaliaram a capacidade de adeséo de vinte isolados de
C. tropicalis, catorze de C. glabrata e oito de C. parapsilosis obtidas da cavidade bucal
de pacientes usuarios de protese com e sem sinais de candidiase. O estudo revelou os
isolados dos pacientes com candidiase aderiram intensamente a estas células em relagéo
aos pacientes sem a doenca. C. albicans foi a espécie com maior capacidade de adeséo,

seguida de C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata.

Quanto a interacdo de Candida spp. com as células epiteliais, acredita-se que a
producdo de pseudo-hifas aumente o poder de aderéncia e de invasdo tecidual, permitindo
as leveduras o acesso a estruturas e 6rgaos na profundidade do corpo (CALDERONI e
FONZI, 2001). A forma de blastosporos também tem sido encontrada na superficie

celular, bem como entre as células do hospedeiro (PARK et al., 2005).
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P1ZZO et al. (2002) sugeriram que a heterogeneidade de cepas de Candida na
bolsa subgengival ndo é apenas resultado do seu espalhamento na saliva ou no biofilme,
mas também da sua capacidade de adaptacdo a bolsa, desenvolvendo diferentes

propriedades de viruléncia para sua sobrevivéncia em ambientes hostis.

Apos a levedura aderir a superficie, novos microrganismos costumam interagir,
promovendo a formacdo de uma comunidade plural de seres microscopicos, em que ha
dependéncia metabdlica de grau varidvel entre seus constituintes, caracterizando, assim,
a estrutura conhecida como biofilme (RAMAGE et al., 2001).

3.1.6 Biofilme dental

O biofilme é constituido por um conjunto de microrganismos distintos que
convivem em associacdo. Nas Ultimas décadas, bacteriologistas e, mais recentemente,
micologistas tém observado que 0s micro-organismos praticamente ndo existem na sua
forma livre, plancténica nos tecidos do hospedeiro, mas se agrupam formando uma
comunidade multicelular e plural, tanto sob os tecidos quanto em proteses, cateteres e
outras superficies (SOLL, 2008).

O primeiro evento imprescindivel no processo de formacao de biofilme € a adesdo
microbiana, a qual se segue o0 processo de maturacao do biofilme (RAMAGE et al., 2001).
Apo6s a aproximacdo da levedura com o substrato, iniUmeros acontecimentos fisico-
quimicos tornam possivel a adesdo inicial do micro-organismo a esta superficie. Finda a

etapa de adesdo, o biofilme sofre um processo de maturacéo.

Em um biofilme maduro coexistem muitas microcoldnias constituidas por
distintas espécies de leveduras, que sdo envolvidas por uma matriz extracelular na qual
ocorre a passagem de agua e nutrientes. Segundo Douglas (2004), os biofilmes maduros
com um crescimento de 24 a 48 horas consistem em uma rede densa de células sob a

forma de leveduras e pseudo-hifas, além da presenca facultativa de bactérias.

Em suma, essa tendéncia natural dos microrganismos conviverem em comunidade
formando biofilme ocorre devido as vantagens conferidas quando estdo em associacao.
Entre os beneficios da comunidade destacam-se a maior protecdo contra as defesas imunes
do hospedeiro e a acdo de antimicrobianos, favorecendo o estabelecimento do processo

patogénico. Padua et al. (2008) mostraram que a bactéria Pseudomonas aeruginosa
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tiveram maior capacidade de aderéncia a cateter urindrio quando na presenca de C.

albicans, mostrando que a interagdo entre espécies fornece beneficios mutuos.
3.2 DIABETES MELLITUS

Segundo a American Diabetes Association (ADA, 2013), o diabetes € um termo
usado para descrever um grupo de desordens metabolicas distinguidas por tolerancia
alterada da glicose e metabolismo de carboidrato alterado. Tem como caracteristica
principal o excesso de glicose no sangue e, quando ndo controlada, pode ocasionar
complicacdes sistémicas cronicas, como, por exemplo: problemas renais, oculares e

vasculares, entre outras.

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca de relato milenar, acompanhando a
humanidade até os dias de hoje. E um importante problema mundial de satide com altos
custos envolvidos no controle e no tratamento de suas complicacdes. Segundo a
International Diabetes Federation (IDF), 4,8 milhGes de pessoas tiveram a morte
atribuida a doenca, e mais de 471 bilhGes de doélares foram gastos com tratamentos para
diabetes. Estima-se que metade dos individuos diabéticos ainda ndo foi diagnosticada,
aumentando o numero de pessoas com complicacbes e mortalidade decorrentes da
patologia (IDF, 2012).

Em 1985, estimava-se que houvessem 30 milhdes de adultos com diabetes no
mundo; este nimero cresceu para 135 milhdes em 1995 (OMS, 1999). Atualmente, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima uma prevaléncia de 387 milhdes de pessoas
diabéticas, representando 7% da populacdo mundial e ha projecdo que ela se torne a
sétima causa de morte de individuos portadores no ano de 2030, dos quais, dois tergos
estariam em paises em desenvolvimento (MATHERS; LONCAR, 2006; OMS, 2014).

No Brasil, estima-se que 6,2% da populacdo geral seja portadora de diabetes
(IBGE, 2013), corroborando com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), que
considerou um numero de diabéticos no pais estimado em 11,9 milhdes em 2014. Em
Manaus, estima-se 2000 pessoas com diabetes, sendo 400 portadores de diabetes tipo | e
1400 de diabetes tipo 2 (SIAB-DATASUS, 2016).

Segundo informagBes do Sistema Unico de Salde do Ministério da Saude
(SUS/MS, 2013), no Brasil o DM aparece como a sexta causa priméaria de internagdes
hospitalares e contribui de forma significativa (30% a 50%) para outros fatores causadores
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de internamento, como cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca, colecistopatia,
acidente vascular cerebral e hipertensdo arterial. A Tabela 1 mostra os 10 maiores paises

em nameros de individuos com diabetes no ano de 2000 e sua projecéo para 2035.

Tabela 1 — Estimativa dos paises com maior nimero de individuos com diabetes em 2000
e 2035.

Ano 2000 2035
Posicdo Pais N° de individuos Pais N° de individuos
(milhdes) (milhdes)

1° india 31,7 india 79,4
20 China 20,8 China 42,3
3° EUA 17,7 EUA 30,3
40 Indonésia 8,4 Indonésia 21,3
50 Japéo 6,8 Brasil 19,2
6° Paquistao 5,2 Paquistao 13,9
7° Rassia 4,6 Bangladesh 11,1
8° Brasil 4,6 Japéo 8,9
90 Italia 4,3 Russia 7,8
100 Bangladesh 3,2 Egito 6,7

Fonte: WILD et al. (2004)
3.2.1 Classificacao do diabetes

O diabetes € classificado em dois tipos, diabetes tipo 1 (DTM1) ou
insulinodependente e diabetes tipo 2 (DTM2) ou ndo insulinodependente. O DTM1 é
causado pela destruicdo autoimune mediada por celulas que leva a incapacidade na
producéo de insulina. Geralmente acomete pessoas jovens e ocorréncias de cetoacidose.
Por outro lado, 0 DTMZ2 é resultante da combinacdo de um aumento na resisténcia das
células a insulina enddgena com uma secrecdo defeituosa dessa substancia (BASCONES-
MARTINEZ, 2011). O DTM2 é mais comumente ligado a obesidade, que contribui para
a resisténcia a insulina através da elevacdo dos niveis de &cidos graxos livres circulantes,
derivados dos adipdcitos. Estes acidos graxos livres inibem a captacdo de glicose, sintese
de glicogénio e glicdlise. Em muitos individuos obesos, a resisténcia a insulina é
compensada pelo aumento na producédo desta. Contudo, em um terco destes individuos ha

um aumento acentuado na apoptose de celulas & com reducdo de sua quantidade,
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resultando na producdo inadequada de insulina (BASCONES-MARTINEZ, 2011,
BRANDAO et al., 2011).

A faixa etaria inicial que acomete o DTM2 é variavel pois sua deteccdo
habitualmente ocorre tardiamente, embora seja mais frequente ap6s os 40 anos de idade,
com pico de incidéncia aos 60 anos. Estima-se que o diagnéstico do DTM2 se faca, em
média, com um atraso de aproximadamente quatro a sete anos, permitindo muitas vezes
que complicagdes micro e macro vascular j& tenham se estabelecido. Estudos que aliam a
obesidade a idade superior a 40 anos indicam este ponto de corte da idade como
discriminatorio entre os dois tipos de diabetes. (GROSS et al., 2002).

O DTM2 tem afetado mais de 250 milhdes de pessoas no mundo inteiro e sua
prevaléncia deve aumentar ainda mais futuramente (NELSON, 2008). Segundo a OMS

(2014), o DTM2 representa aproximadamente 90% das pessoas com diabetes no mundo.

Segundo Maia (2005) a ADA no ano 2000 removeu a classificagdo do Diabettes
Mellitus baseada no tratamento e na idade (insulino-dependente e ndo insulino-
dependente) e introduziu um sistema baseado na etiologia da doenca, classificando a DM

em quatro tipos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Classificacdo do Diabetes Melittus de acordo com a American Diabetes
Association (2010).

TIPO CARACTERISTICAS
Destruicdo das células beta— deficiéncia absoluta de insulina, natureza
1 autoimune ou idiopética.
2 Pode ser devido a resisténcia a insulina (deficiéncia) ou defeito

secretdrio predominante (pequena resisténcia a insulina).

Outros tipos especificos:

» Defeitos geneticos na funcdo das células beta, caracterizados
por mutacéo,

» Defeitos genéticos na acdo de insulina,

* Endocrinopatias,

» Doencas do pancreas exocrino,

» Diabete induzida por drogas ou produtos quimicos,

» Diabete relacionada a infeccdes,

» Outras sindromes genéticas associadas com diabete: sindrome
de Down, sindrome de Turner,

* Formas incomuns de diabetes imunologicamente mediadas de

anticorpos anti-receptor insulinico.

Gestacional- hiperglicemia diagnosticada pela primeira vez durante a
gravidez. Quadro revertido para niveis normais de glicose apds o parto,
mas com risco de desenvolver diabetes posteriormente.

3.2.2 Diagnostico do diabetes

De acordo com a ADA (2010), hé trés formas de diagnosticar o diabetes:
e através dos sintomas, como polidipsia, poliuria, perda de peso inexplicavel,
e glicemia em jejum >126mg/dl, sendo que entende-se por jejum auséncia de
ingestdo calodrica por no minimo 8 horas.
e teste de tolerancia a glicose oral, sendo realizado através da determinacdo da
glicemia 2 horas ap0s a ingestdo de 75 g de glicose anidra dissolvida em agua;

Os valores de referéncia para diagnéstico de diabetes estdo na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores de glicose plasmatica (mg/dl) para diagnoéstico de DM e seus estagios
clinicos

Valores de glicose plasmatica (mg/dl)

Categoria Jejum* 2hs ap0s ingestdo de Casual**
75g de glicose
Glicemia normal <100 <140

Tolerancia diminuida a >100< 200 >140< 200
glicose

Glicemia de jejum alterada >100<126 <140

Diabetes Melittus > 126 > 200 > 200 (com sintomas

classicos) ***

Fonte: (adaptado da Associagdo brasileira de diabetes, 2010).

Algumas pessoas podem ainda apresentar niveis de glicose que ndo obedecem aos
valores adotados como critérios para o diabetes, mas ainda assim, esses valores sdo
considerados demasiadamente altos para serem considerados normais. As pessoas que se
inserem neste grupo, séo classificadas em uma condigdo chamada “pré-diabetes”, esse
termo abrange tanto a glicemia em jejum alterada (GJA) com a intolerancia a glicose (1G)
(ADA, 2010).

No quadro evolutivo para o DM, podem ocorrer estagios intermediarios
denominados tolerancia diminuida a glicose e glicemia de jejum alterada. A presenca de
uma dessas condicbes estabelece maior risco de progressdo ndo s6 para 0
desenvolvimento do diabetes, mas também de doencas cardiovasculares (DAVIES et al.,
2005). Os critérios diagnostico desses estagios estdo no quadro 3. Vale ressaltar que
ambos os estagios pré-diabéticos podem ter trés possiveis evolu¢bes: mantém-se o quadro

indefinidamente, evolui para diabetes ou retorna para a normalidade glicémica.

Outro teste bem utilizado ¢ de hemoglobina glicosilada (HbA1c), que indica o
controle do aglcar no sangue de um paciente nos ultimos 2-3 meses. HbAlc é formada
quando a glicose no sangue se liga irreversivelmente a hemoglobina, para formar um
complexo estavel de hemoglobina glicosilada. Como a envergadura normal de vida das
celulas vermelhas no sangue é de 90-120 dias, a HbAlc somente sera eliminada quando
as células vermelhas forem substituidas. A relacdo da HbAlc pela média dos niveis de
glicose no sangue estdo na Tabela 4.
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Tabela 4 - Relacdo da HbA1lc pelos niveis médios de glicose no sangue

HbACc1% Média de glicose no sangue (mg/dl) |Interpretacédo

4 61

5 92 Né&o-diabéticos

6 124

6<7 156 Alvo para diabetes

8 188

9 219

10 251 i _
/Acdo sugerida de

11 283 acordo com a
ADA

12 314

fonte: American DiabetesAssociation, Diabetes Care, 2010.

A ADA recomenda a HbAlc como o melhor teste para saber se 0 aglicar no sangue
de um paciente esté sob controle todo o tempo (HbAlc < 6%). O teste deve ser realizado
a cada 3 meses em pacientes insulinodependentes, durante mudancas de tratamento ou
quando a glicose no sangue esta elevada. Para pacientes tratados com drogas orais e

estaveis, a frequéncia recomendada é de duas vezes ao ano (ADA, 2010).

Khaw et al. (2001) avaliaram 4662 homens com idade entre 45 e 79 anos e
verificou a importancia da hemoglobina glicosilada como preditor do risco de morte por
todas as causas. Um aumento de 1% da HbA1c esteve associado a elevagdo de 28% do
risco de morte, independente da idade, pressao, lipidemia, IMC ou fumo.

3.3 PERIODONTO

A insercdo do dente no alvéolo so é possivel devido a presenca de numerosas fibras
colagenas (fibras principais), com arranjo em feixes, outros componentes da matriz de
tecido conjuntivo e vasos sanguineos. Este sistema serve como mecanismo de
revestimento e suporte do dente (Figura 1 e 3) (TEN CATE, 2008).
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Figural-Histologia do periodonto sadio. E= esmalte;
C=cemento; D=denting; OE= epitélio bucal;
SE= epitélio sulcular; JE= epitélio juncional
GCT=tecido conjuntivo gengival; AB= 0sso alveolar;
PDL= ligamento periodontal. Fonte: Rose et al., 2002.

O periodonto pode ser dividido em periodonto de protecdo (mucosa alveolar,
gengiva ou mucosa ceratinizada, sulco gengival, epitélio juncional e insercdes

conjuntivas) e periodonto de sustentacdo (cemento, ligamento periodontal e 0sso alveolar)

(FIGUEIREDO; PARRA, 2002).

Epitélioc | | T
do sulco

Epitélio
oral
L]

Epitélio
juncional

Tecido
conjuntivo

Oss: 1T
E . i

Figura 2— Dimensdes fisioldgicas do periodonto
protecéo.

Fonte: Lindhe, (2005)
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Figura 3- Periodonto de sustencéo.
Fonte: Ten Cate (2008)

A mucosa alveolar ou mucosa de revestimento apresenta-se de cor vermelha,
flexivel e fina, permitindo maior agressdao dos microrganismos. A gengiva ou mucosa
ceratinizada é dividida em gengiva livre e inserida (Figura 4). Além disso, a gengiva
inserida com frequéncia apresenta um pontilhado delicado, que Ihe confere um aspecto
de casca de laranja. O sulco gengival promove uma distancia entre a cavidade bucal e 0
epitélio juncional. O epitélio juncional é mais permeavel que o epitélio bucal ou sulcular,
e sofre uma renovagdo celular continua a partir da camada basal, servindo de passagem
para os produtos bacterianos do sulco para o tecido conjuntivo. As insercdes conjuntivas
representam um conjunto de fibras colagenas localizadas apicalmente ao epitélio

juncional, garantindo uma firme insercdo da gengiva ao dente (LINDHE, KARRING,
LANG, 2005).
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Figura 4 — As duas partes da gengiva: a gengiva livre (FG) e a gengiva inserida (AG).
Fonte: Lindhe, Karring, Lang, 2005.

O cemento radicular, por sua vez, é um tecido calcificado que recobre as
superficies radiculares e, ocasionalmente, pequenas porcdes das coroas dos dentes. E
essencial para fixacdo normal dos dentes. Por servir como juncdo para as fibras de
Sharpey ao tecido conjuntivo gengival, assim como ao ligamento periodontal e ao 0sso
alveolar. Além disso, possui funcdo protetora aos dentes, por ser menos suscetivel a
reabsorcéo que 0 0sso (TEN CATE, 1994).

Cada dente é unido e separado do osso alveolar adjacente por uma estrutura de
suporte macica de coladgeno, o ligamento periodontal. Esse arranjo, é claro, resiste ao
deslocamento dental esperado durante a fungdo normal. Forma-se na medida em que 0
dente se desenvolve e irrompe na cavidade bucal (Figura 6). A forma estrutural ndo se
esboca até que o dente entre em oclusdo e seja aplicada a for¢a funcional (FIGUEIREDO;
PARRA, 2002).

Figura 5 — Visualizacdo da linha mucogengival (setas).

Fonte: Lindhe, karring, Lang (2005)
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Figura 6 — As varias fases da organizacdo do ligamento periodontal que se formam
com o desenvolvimento da raiz e a erup¢éo do dente.

Fonte: Figueiredo, Parra, (2002).

O processo alveolar é a parte da maxila e da mandibula que forma e sustenta os
alvéolos dos dentes. Desenvolvem-se em conjunto com o desenvolvimento e erupgdo dos
dentes e séo gradativamente reabsorvidos com a perda dos dentes, pois a condigédo de sua
existéncia é a presenca da raiz dentaria. Em conjunto com o cemento e o ligamento
periodontal, o osso alveolar constitui os tecidos de sustentacdo dos dentes e sdo
responsaveis pela distribuicdo das forcas geradas durante a mastigacao e outras formas de
contato entre os dentes (FIGUEIREDO; PARRA, 2002).

3.3.1 Doenca Periodontal

A doenca periodontal (DP) é o comprometimento dos tecidos periodontais pelo
processo inflamatorio, que leva a reabsorcdo do 0sso, ou seja, a destruicdo do mesmo que
esta ao redor das raizes dos dentes (MATIELLO, 2008). A DP divide-se em gengivite e
periodontite. A gengivite inicia-se, frequentemente, pela inadequada higiene bucal, que
leva a inflamacdo gengival pelo acumulo de placa bacteriana na superficie dentéria,
formando biofilme, o que torna a gengiva hiperemiada, edemaciada e com sangramento,
podendo evoluir para uma inflamacgéo cronica, em que o tecido de suporte € destruido e
separa-se do dente, formando a bolsa periodontal com alteragdo dssea caracterizada como
periodontite, podendo causar a perda dentaria (AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 2008).

A caracteristica que difere a periodontite da gengivite é a perda de inser¢do do
ligamento periodontal clinicamente detectivel. Essa caracteristica é acompanhada pela
formacéo de bolsa periodontal, retracdo gengival e mudancas na densidade e altura do

0sso alveolar (Figuras 7 e 8). Apesar do carater multifatorial, a periodontite apresenta
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como fator etiologico primario o acimulo de biofilme dentario. Este processo infeccioso
desencadeard um processo inflamatorio, em resposta aos antigenos dos micro-organismos
do biofilme dentario, que se acumulam ao longo da margem gengival (CARRANZA et
al., 2004; EICK et al., 2012).

PERIODONTO DGENCA
SAUDAVEI YXONTAI

Giengiva
Saudivel Placa

» Tamro
Bolsa
Penodontal

Reduglio
do nivel
OSsSQ0D

(80
Saudavel § -

Figura 7: Formacéo da bolsa periodontal.

Fonte: www.odontologiaonline.com.br

Periodonto sadio Periodontite moderada Periodontite grave

Figura 8 — Progressdo da doenca periodontal.

Fonte: Lindhe, (2005).


http://www.odontologiaonline.com.br/
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A DP causa desconforto, reduz a habilidade mastigatoria e, nos casos mais
severos, causa abscessos orais e perdas dentarias. Além destas ocorréncias, a DP constitui
fator de risco para condicdes sistémicas, incluindo doenca cardiovascular, baixo peso ao
nascer e partos prematuros (TANNER et al., 2005). Fatores de risco ndo modificaveis
(idade, género, raca, etnia) e fatores ambientais e comportamentais (socioecondémicos,
microbiota especifica, diabetes, tabagismo) estdo envolvidos na prevaléncia e na
severidade da doenca periodontal (OPPERMAN, 2007).

O diagnéstico clinico de saude periodontal baseia-se na avaliacdo de alguns
parametros clinicos (profundidade de sondagem, sangramento, nivel de insercao
periodontal e posicdo da margem gengival) coletados por meio de processo de sondagem,
utilizando-se um instrumento denominado se sonda periodontal (VIDIGAL JUNIOR,
1997).

O Indice periodontal comunitario (CPI) foi desenvolvido pela OMS com o
proposito de ser o indice que avaliasse de forma rapida e simples a condicdo periodontal
de populacBes em pesquisas epidemioldgicas. Contempla trés indicadores da condicao
periodontal: sangramento gengival, presenca de calculo e bolsas periodontais. Para a
realizacdo do exame a boca € dividida em sextantes (18-14, 13-23, 24-28, 38-34, 33-43,
44-48) e utilizando-se a sonda periodontal desenvolvida pela OMS (Figuras 9 e 10), toda
extensdo do sulco ou bolsa gengival do dente é examinada. As maiores vantagens do CPI
sdo simplicidade, rapidez, facil utilizacdo e uniformidade internacional (CHALUB;
PERET, 2010).

Figura 9- Diferentes sondas periodontais e a recomendada pela OMS.

Fonte: Lindhe (2005)
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Figura 10- Sonda OMS.
Fonte: Organizagdo Mundial de Salde - OMS, 2012.

Dez dentes-indices sdo utilizados no exame parcial de adultos a partir de 20 anos
(17, 16, 11, 26, 27, 37, 36, 31, 46, 47). De acordo com as condicdes clinicas encontradas
nas faces examinadas, o dente é classificado por codigos que variam de zero a quatro
(Tabela 5). Esta classificacéo é baseada na sondagem periodontal . O resultado do exame
é registrado em um quadro no qual um Unico cddigo é atribuido para cada sextante, de

acordo com o dente gue apresentar a maior severidade (Tabela 6).

Tabela 5- Codificacio de acordo com o indice Periodontal Comunitario.

CIP CLASSIFICACAO
0 Saudavel
1 sangramento a sondagem
2 presenca de célculo
3 bolsas de 4-5mm
4 bolsas > 6mm
X (sextante excluido - presenca de menos

de 2 dentes funcionais no sextante)

9 ndo examinado

. Fonte: Organizacao Mundial de Satde — OMS, (2012).
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Tabela 6- Tabela de registro do Indice Periodontal Comunitario.

17/16 11 26/27

46/47 31 36/37

Fonte: Organiza¢do Mundial de Sadude - OMS, (2012).

O indice de perda de insercio periodontal (PIP) permite avaliar a condicdo da
insercdo periodontal, tomando como base a visibilidade da juncdo cemento-esmalte nos
mesmos sextantes e dentes indices do CPI, sob as mesmas condi¢bes. O PIP ¢
basicamente um complemento do CPI (Tabela 7).

Tabela 7- Codificagdo do indice de Perda de Insercdo Periodontal (PIP).

PIP CLASSIFICACAO
0 Perda de insercdo entre 0 e 3mm/CPI<3
1 Perda de insercdo entre 4 e 5mm
2 Perda de inser¢éo entre 6 e 8 mm
3 Perda de insercdo entre 9 e 11mm
4 Perda de insercdo entre 12mm ou mais
X Sextante excluido
9 Sem informag&o (JCE néo visivel ou
detectada)

Fonte: Organizacdo Mundial de Salde - OMS, (2012).

O indice periodontal comunitério (CPI) e o indice de perda periodontal (PIP) tém

sido empregados para definir caso de DP em diferentes estudos (CELESTE et al., 2011;
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PERES et al., 2007; SABBAH et al., 2010). Duas definices de DP a partir da
combinacao desses indices foram consideradas. DP “moderada a grave”: presenga de pelo
menos um sextante com profundidade de bolsa periodontal (PBS) > 4 mm (CPI > 2) e
pelo menos um sextante com perda de inser¢do > 4 mm (PIP > 0). DP “grave”: presenca
de pelo menos um sextante com PBS > 4 mm (CPI > 2) e pelo menos um sextante com
perda de inser¢do > 6 mm (PIP > 1) (PERES et al., 2007). Em ambas as defini¢Ges os

sextantes com CPI e PIP ndo necessitavam ser 0s mesmos.

De acordo com a Pesquisa Nacional de Salde Bucal da populagdo brasileira
realizado em 2013, a prevaléncia da doenca periodontal “moderada a grave” em adultos
no Brasil foi de 15,3% (Figura 10). Entre as capitais, variou de 5,7% em Macei6 a 34,9%
em Macapa. Nos municipios do interior, a menor prevaléncia foi observada na regido Sul
(8,4%), enquanto a maior foi na Centro-Oeste (20,0%). Para a doencga periodontal
“grave”, a estimativa de prevaléncia para o Brasil foi de 5,8%. Belém foi a capital com
menor prevaléncia (0,9%) e a maior prevaléncia foi observada em Manaus (15,5%). A
prevaléncia nos municipios do interior variou de 1,6% para a regido Norte a 7,8% para a
regido Sudeste (IBGE, 2013).

3.4 Diabetes e doenca periodontal

Além das complicacdes cronicas, como nefropatia, neuropatia e retinopatia, 0 DM
também estd relacionado a complicagbes bucais. A doenca periodontal (DP) é a
complicacdo oral mais importante, sendo considerada a sexta complicacdo classica do
diabetes (KAWAMURA, 2002). Essas doencas apresentam uma associacao bidirecional
na qual o diabetes favorece o desenvolvimento da doenca periodontal e esta, quando nado
tratada, piora o controle metabolico do diabetes (WEHBA, 2004).

Diversos fatores associados ao DM podem influenciar a progresséo e
agressividade da doenca periodontal: idade do paciente (aumento do risco durante e apds
a puberdade), maior duracdo da doenca e controle metabolico inadequado (WEHBA,
2004; MARIN et al. 2002).

De acordo com Duarte (2000), a maioria dos estudos mostra maior prevaléncia e
severidade da DP em diabéticos comparados aos individuos ndo diabéticos com irritacdo
local similar. Podem ser classificadas como evidéncias clinicas associadas ao diabetes o
aumento da mobilidade dentéaria, aumento da inflamacéo gengival, perda 6ssea, migracdo
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patoldgica dental, abscessos periodontais, hiperplasia gengival, calculos dentéarios,
sangramento a sondagem, aumento na profundidade de bolsas periodontais, recessoes
gengivais e perda de insercdo. O autor afirma que o controle metabolico parece estar
relacionado diretamente com a doenca periodontal nos diabéticos, pois pacientes
descompensados sdo mais suscetiveis a mudancas teciduais e a uma fraca resposta ao

tratamento periodontal.

Yalda et al. (2000), enfatizaram o diabetes como um modificador da expresséo
periodontal. Foram analisados os fatores associados ao diabetes que aumentam a
severidade da periodontite, entre estes: efeitos do diabetes na microbiota periodontal,
funcdo neutrofilica prejudicada, resposta inflamatdria excessiva, defeitos na renovacao do
colageno, prejuizo na cicatrizacdo e efeitos do controle diabético no estado periodontal.
Os autores acreditam que os diabéticos podem responder diferentemente a terapia devido
aos fatores sistémicos apresentados, entretanto quase todos os diabéticos parecem

responder ao tratamento periodontal convencional.

Santana et al. (2002), avaliaram a ocorréncia de manifestacdes bucais envolvendo
tecidos moles e duros em 38 diabéticos metabolicamente descompensados. Os pacientes
foram avaliados através de exames laboratoriais e clinicos, que avaliaram a presenca de
candidiase bucal, gengivite e periodontite. Os resultados mostraram elevados indices de
perda dentéria e elevada frequéncia de eventos clinicos sugestivos de candidiase bucal
devido a alteracdo do fluxo salivar causada pelo diabetes, agravados pelo uso de protese
dental e diminuicdo vertical da abertura bucal. Em relacdo aos tecidos periodontais,
ocorreram maiores manifestac6es clinicas caracteristicas de doenca periodontal crénica

avancada nos diabéticos tipo 2.

Orbak et al. (2002), compararam a saude periodontal de fumantes e ndo fumantes
com diabetes tipo 2 (DTM2) e ndo fumantes com periodontite que ndo sofrem de doencas
sistémicas. A investigacao foi feita em 60 individuos adultos, divididos em 3 grupos: 1)
fumantes com DTM2, 2) ndo fumantes com DTM2 e 3) ndo fumantes sem doenca
sistémica. Os achados periodontais mostraram que o indice gengival e o nivel médio de
insercdo clinica do grupo 3 foi mais baixo do que dos grupos 1 e 2. A periodontite foi
mais severa em fumantes e ndo fumantes com DTM2 do que em ndo fumantes sem DTM2

e a condicdo periodontal foi melhor em ndo fumantes com DTM2 do que em fumantes
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com DTMZ2. Os resultados sugerem que o diabetes e o cigarro séo fatores de alto risco

para doenga periodontal.

Em um grande estudo realizado no Iraque por Mansour & Abd-Al-Sada (2005)
com 1593 individuos (633 diabéticos e 960 ndo diabéticos), houve diferenga estatistica
significante na prevaléncia de periodontite para casos moderados da doenga, no entanto

casos leves e avanc;ados ndo mostraram 0 mesmo.

O diabetes, assim como outras alteracdes metabolicas, esta associado com maior
prevaléncia na severidade da doenca periodontal. D’autio et al. (2008) analisaram a
influéncia de diversas alteracfes metabolicas (obesidade central, hipertrigliceridemia,
hipertensdo e resisténcia a insulina) na periodontite. Os autores conduziram um estudo
transversal representativo da populacdo dos Estados Unidos e verificaram que a
prevaléncia de alteracdes metabdlicas em paciente com periodontite moderada e severa

foi de 34% e 37%, respectivamente.

No Brasil um estudo de prevaléncia foi realizado com 71 pacientes diabéticos tipo
2 atendidos numa clinica de estomatologia e num hospital. Concluiu-se que pacientes
diabéticos, a maioria acima dos 40 anos, possuiam percentualmente maior perda de
insercdo e bolsas periodontais profundas (GUIMARAES et al., 2007).

Uma vez que a microbiota periodontal em pacientes com DM é similar a de nao
diabéticos, outros fatores, tais como hiperglicemia e anormalidades da resposta imune do
hospedeiro frente as infecgdes bucais, parecem ser os responsaveis pela maior prevaléncia
desta complicacdo em diabéticos (HERRING; SHAH, 2006; GREGHI et al., 2002;
VERNILLO, 2003).

Numa revisdo da literatura, Alves et al. (2007) concluiram que o diabetes mellitus
esté relacionado a diversas alteracGes que podem predispor a doenca periodontal como:
alteracdes bioquimicas, a producdo de produtos finais da glicacdo e oxidagcdo néo
enzimatica de proteinas e lipideos (AGEs — advanced glycation end products),
hiperglicemia intracelular, alteracdes na saliva, distarbios imunologicos ( reducdo da
funcdo dos neutrofilos) e aumento da producéo de citocinas e mediadores inflamatorios,
alteracbes genéticas que aumentam a probabilidade de desenvolvimento da doenca
periodontal e lesdes teciduais, aumento da permeabilidade vascular e espessamento da

membrana basal capilar.
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Branddo et al. (2011) revisaram a literatura acerca da relacdo entre a doenca
periodontal e o diabetes mellitus e concluiram que o DM esta relacionado a diversas
alteracdes e fatores que influenciam a progressao e a agressividade da doenca periodontal
em pacientes diabéticos, como idade, tempo de duracdo, controle metabdlico, microbiota
oral, alteracbes vasculares, metabolismo do colageno, fatores genéticos e alteracdes na
resposta inflamatdria. Nos pacientes diabéticos ndo controlados e com precério controle

de biofilme dental, a doenca periodontal é mais rapida e severa.
3.5 Interacéo entre doenca periodontal, diabetes e glicemia.

Pacientes diabéticos com menor controle de glicemia tém um maior risco de
desenvolver periodontite quando comparados a diabéticos bem controlados e néo
diabéticos. A hiperglicemia é o principal fator complicador do diabete, levando a
formacdo de proteinas quimicamente irreversiveis e de dificil degradacao.
Consequentemente, estas proteinas se acumulam nos tecidos afetando a migracéo e a
capacidade das células de defesa (BRONDANI, 2002). A gravidade da destruicdo
periodontal tem demonstrado que pode estar relacionada com os efeitos diretos e indiretos

do controle glicémico, além de outros fatores que podem estar envolvidos no processo.

Um dos parametros sistémicos utilizados na maioria dos estudos é o controle
metabolico do diabetes, avaliado por niveis de glicose no sangue ou pela hemoglobina
glicosilada (HbAlIc). Para individuos com DM, o nivel de HbAlc considerado satisfatorio
€ menor que 6%, sendo que valores superiores a 8% sao inaceitaveis e exigem alguma
forma de intervencdo (TAN et al., 2006).

Embora alguns estudos apontem para um relacionamento bidirecional entre o
controle glicémico e a saude periodontal, ainda ndo é claro se a melhora na saude
periodontal poderia levar a um melhor controle metabdlico (SANTANA et al., 2007;
VERARDI et al., 2009).

Katz et al. (2000) avaliaram a relacdo entre a DP e niveis glicémicos elevados
apos exame de 10.590 individuos, verificando uma forte associagdo entre a presenca da
DP e a hiperglicemia. Num estudo longitudinal, diabéticos tipo 2 com periodontite severa,
apresentaram um controle glicémico significativamente pior do que diabéticos com
minima destruicdo periodontal. Além disso, a presenca de DP severa foi relacionada com

0 aumento do risco de desenvolvimento de complicac¢Ges da diabetes, como lesdes micro
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e macrovasculares, proteinuria, além de um risco maior do aumento da prevaléncia de
complicagdes cardiovasculares e cardiorrenais do que as encontradas nos diabéticos sem
DP.

Mattson e Cerutis (2001) fizeram uma revisao na literatura sobre diabetes mellitus
e suas implicacbes odontoldgicas, relataram a respeito dos sinais, sintomas e
complicacBes bucais como: xerostomia, queimacdo na boca e lingua, aumento da
glandula parétida, infecgdes por Candida albicans, queilite e doenca periodontal.
Observaram que a literatura evidencia uma relacdo entre DP e DM, indicando que
diabéticos com pobre controle glicémico tém maior incidéncia e severidade de
periodontite, além de maior perda de insercdo de tecido conjuntivo e de perda 6ssea,

guando comparados com diabéticos bem controlados.

Madeiro et al., (2005) realizaram um trabalho de revisdo da literatura pertinente
no que concerne as possiveis associacdes entre diabetes e doenca periodontal, podendo
afirmar que nos pacientes diabéticos ndo controlados, a instalacdo da DP é mais rapida e
severa. Além disso, o tratamento periodontal € uma opcdo para o controle glicémico do
diabetes e pacientes controlados podem ser tratados como pacientes ndo portadores de

diabetes.

Verardi et al. (2009) realizaram uma revisao de literatura em relacdo a influéncia
da DP no fator sistémico do paciente diabético, e por sua vez, a influéncia do diabetes no
desenvolvimento e progressdao da DP. Concluiram que o diabetes é um fator de
importancia na incidéncia e prevaléncia da doenca periodontal, assim como a doenga
periodontal pode ter influéncia sobre o controle metabdlico do diabetes. O tratamento
periodontal parece contribuir para a melhoria do controle glicémico de individuos

diabéticos e com DP.

Bascones-Martinez et al. (2011) fizeram uma revisao da literatura com o objetivo
de atualizar a relacdo entre a DP e diabetes a partir de uma perspectiva oral de saude.
Reuniram artigos sobre as doencas publicados ao longo de 10 anos. Os resultados da
pesquisa mostram que o diabetes pode aumentar o risco de DP e tem sido proposto que a
DP cronica pode influenciar o curso natural do diabetes. O controle da DP pode melhorar
o controle glicémico em pacientes com diabetes tipo 2, e a melhora do controle glicémico

pode contribuir para um melhor controle da DP.
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Borgnakke et al. (2013) revisaram sistematicamente a evidéncia epidemioldgica
dos efeitos da DP no controle do diabetes, complicacfes e incidéncia. Utilizaram como
critério de elegibilidade estudos longitudinais e transversais, encontrando 114 textos
completos, dos quais 17 foram incluidos na revisdo. Concluiram que hd um pequeno
conjunto de evidéncias que contribuem para os efeitos adversos da DP sobre o controle
glicémico, as complicacOes do diabetes, e o desenvolvimento de diabetes tipo 2 (e
possivelmente diabetes gestacional). A evidéncia atual sugere que a DP afeta

negativamente os resultados do diabetes.
3.6 Doenca periodontal e Candida spp.

A DP destrutiva depende da natureza compativel do hospedeiro ou espécies
benéficas colonizando a margem gengival, formando biofilme que favorece a colonizacao
de outras espécies. A presenca de espécies consideradas patdgenos periodontais, em sitios
sem evidéncias de destruicdo periodontal torna claro que, para a ocorréncia da doenca
periodontal, os patdgenos sdo necessarios, mas nao suficientes, dependendo também dos
fatores de risco (bolsas profundas, retencdo de placa, restauracdes defeituosas), fatores
genéticos e resposta imunologica do hospedeiro (SOCRANSKY et al., 1988, OLIVEIRA
et al., 2006).

Pelo lado microbioldgico, a DP esta associada a uma microbiota complexa, sendo
que aproximadamente 500 espécies bacterianas ja foram encontradas colonizando bolsas
periodontais (VAN WINKELHOFF et al., 1996). Enterobacteriaceae, Pseudomonas,
Staphylococcus e Candida spp. foram isolados em bolsas periodontais e cavidades orais

de pacientes com periodontites cronicas (OLIVEIRA et al., 2006).

Alguns fungos sdo capazes de se desenvolverem a temperatura do hospedeiro
(37°C) e sobreviver em baixo potencial de 6xido-reducdo, condigdo essa encontrada em
tecidos danificados (RICHARDSON, 1993). Dentre a microbiota micologica que
contribui para o processo periodontopatogénico, as leveduras do género Candida séo as
que apresentam maior expressao no desenvolvimento e agravamento dos processos
infecciosos periodontais. Dentre todas as espécies do género, o C. albicans é a mais
prejudicial ao ser humano, expressando sua habilidade patogénica diretamente
relacionada com a condigdo imunoldgica do hospedeiro. Sendo um fungo oportunista, sua

presenca na cavidade bucal de pacientes imunocomprometidos é na maioria das vezes
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patogéncia, uma vez que nesse tipo de hospedeiro ha o desequilibrio necessario para

instalagdo deste microorganismo (RINALDI, 1993).

A porcentagem de isolamento do género Candida a partir da cavidade bucal,
segundo relatos da literatura, varia de 30 a 60%. No trabalho de Martins et al. (2002), foi
observado que 31,82% dos individuos examinados apresentavam Candida na cavidade
bucal. Para muitos pesquisadores, biofilmes contendo leveduras, principalmente a
Candida albicans, poderiam estar implicados ndo apenas nas candidoses de mucosas,
como também no desenvolvimento de céries e na patogénese de doencas periodontais
(KAMMA et al. 1999; RYDER, 2000; HANNULLA et al. 2001; JARVENSIVU et al.
2004; NIKAWA et al. 1998; STARR et al. 2002).

Alteracdes periodontais séo resultado de uma resposta imunitaria contra os tecidos
do hospedeiro exacerbada. Alteracfes nas respostas imunes celulares e humorais podem
permitir que diferentes espécies, tais como Candida, possam colonizar o ambiente
subgengival. Tem sido relatado que a proporgéo de leveduras em bolsas periodontais séo
semelhante &s de algumas bactérias periodontopatogénicas, o que sugere um papel para
as espécies de Candida na patogénese da doenca. No entanto, ainda ndo é possivel
determinar o papel de Candida no desenvolvimento ou a progressdao da DP, porque
poucos estudos investigaram a presenca de leveduras em pacientes com periodontite e
eles ndo indicam se os pacientes sofreram a forma cronica ou agressiva da doenca
(BARROS et al., 2008; SHOHAM; LEVITZ, 2005).

Na cavidade oral, os fungos geralmente povoam a lingua, o palato e a mucosa,
mas também podem colonizar as bolsas periodontais (SLOTS, 1988). Rams (1991)
detectou a presenca de Candida nas bolsas periodontais de pacientes portadores de
periodontite cronica, sugerindo a interacdo deste microrganismo na patogénese desta
doenga. Contudo, Reynaud (2001) também relatou a presenca de Candida em sitios

periodontais saudaveis.

A utilizagéo de antibacterianos de amplo espectro como auxiliares no tratamento
periodontal tem sido um dos mais relevantes fatores para o desenvolvimento de
superinfecgdes por bactérias resistentes e por leveduras do género Candida, inclusive em
pacientes portadores do HIV, que além de terem sua imunidade comprometida, sdo

submetidos a tratamentos prolongados com antibacterianos (RYDER, 2000).
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Numa pesquisa realizada visando a deteccdo de Candida spp. em bolsas
periodontais, com o objetivo de verificar a capacidade dessas espécies de sobreviverem
nesses microambientes e esclarecer seu papel na patogénese da doenca periodontal, C.
albicans foi isolada em 20% das bolsas periodontais dos pacientes com periodontite
(REYNAUD et al., 2001).

De acordo com Hannula et al. (2001), as doencas periodontais sdo causadas
principalmente por bactérias anaerobias gram-negativas, mas que, aproximadamente 20%
dos pacientes adultos, com periodontite também abrigam leveduras subgengivais, a
maioria pertencentes a espécie Candida albicans. Tais autores avaliaram a existéncia de
uma possivel correlacdo entre o isolamento subgengival de C. albicans e a ocorréncia de
determinadas espécies periodontopatogénicas, e observaram que P. gingivalis foi menos
frequentemente isolada em amostras positivas para C. albicans, enquanto que, ao
contrario, a proporcdo média de Actinomyces actinomycetemcomitans era maior nos
individuos positivos do que naqueles em que tais leveduras ndo foram encontradas nas
bolsas periodontais. Para esses autores, sao necessarios estudos adicionais para verificar
se outras bactérias subgengivais podem favorecer a colonizacdo e a persisténcia

subgengival desses fungos.

Martins et al. (2002) verificaram a presenca de leveduras do género Candida na
cavidade bucal e bolsas periodontais de individuos portadores de periodontite crbnica e
correlacionaram as cepas isoladas da cavidade bucal com as da bolsa periodontal. Foram
coletadas amostras de 88 individuos e leveduras do género Candida foram isoladas da
cavidade bucal em 31,82% e da bolsa periodontal em 7,96% dos individuos examinados,
sendo que 6,82% apresentaram leveduras tanto na cavidade bucal quanto na bolsa
periodontal. Candida albicans foi a espécie mais frequentemente encontrada.

A prevaléncia de individuos com leveduras nas bolsas periodontais varia, em
média, de 7.1 a 15,6% e especies de Candida encontradas em bolsas periodontais tém
sido semelhantes a de alguns agentes patogénicos bacterianos, sugerindo um papel dessas

espécies na progressdo ou desenvolvimento da doenca periodontal (SARDI et al., 2012).

Segundo Jarvensivu (2004) e Jabra-Rizk (2001), a inter-relacdo entre a DP e a
presenca de espécimes flngicas ainda esta um tanto obscura, mas acredita-se que ocorra
devido a capacidade destes microorganismos em aderir a células epiteliais in vitro e

penetrar no tecido epitelial e conjuntivo provocando uma reacao inflamatoria.
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Canabarro et al. (2009) promoveram uma revisdao de literatura sobre a
participacdo dos fungos na etiologia e patogénese da periodontite cronica comprovando
que a Candida pode ser encontrada em grande numero (7 a 57,8% das bolsas
periodontais) em pacientes com periodontite crénica. Num estudo brasileiro, a Candida

foi isolada na bolsa periodontal em 7,96% dos individuos examinados.

Senciatti et al. (2012) avaliaram a presenca de fungos em pacientes com
periodontite crénica, quais sdo os tipos de fungos presentes, e se 0S mMesmos Sao
encontrados também em pacientes periodontalmente saudaveis. Foram coletadas
amostras de biofilme das bolsas periodontais de 20 pacientes com DP cronica e dos sulcos
gengivais de 20 pacientes periodontalmente saudaveis. A espécie mais comum foi de
Candida tropicalis, seguida pela Candida albicans. Nao houve diferenca significativa
quanto ao género ou faixa etaria para a presenca de fungos. Concluiram que se pode
encontrar fungos em cerca de um a cada trés individuos com DP, independente do género

ou idade.

Popova et al. (2014), avaliaram a microbiota subgengival de 20 pacientes
saudaveis com periodontite cronica avancada através da Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e detectaram a presenca dos patdgenos periodontais Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gengivalis, Treponema denticola, Tannerella
forsythia, Prevotella intermedia, Peptostreptococcos, Fusobacterium nucleatum,
Eubacterium nodatum, Capnocytophaga gingivalis, bem como Candida spp.: Candida

albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis.
3.7 Doenca Periodontal, Diabetes e Candida

A relacdo entre Diabetes e infeccdo por Candida tem sido estudada na literatura,
particularmente porgue os individuos diabéticos sdo mais susceptiveis a infeccdo fungica
do que aqueles sem diabetes. A aderéncia de levedura a superficie de células epiteliais é
reconhecida como fator essencial no processo de colonizacdo e subsequente infeccdo
(BELAZI et al., 2005). Os niveis de glicose em pacientes diabéticos favorecem o
crescimento da levedura devido ao aumento do nimero de receptores disponiveis para
Candida. A degeneragdo microvascular encontrada em exames histologicos de pacientes
diabéticos podem predispor a colonizagdo por Candida, tornando-0s mais susceptiveis as
infeccdes (BROWNLEE et al., 1988).
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Diferentes espécies de Candida tém sido frequentemente isoladas da cavidade
bucal dos pacientes com diabetes. Candida albicans € a espécie mais encontrada em
pacientes diabéticos, com uma prevaléncia de até 80%. Este patdgeno fangico oral é a
mais virulenta das espécies (CALDERONI; FONZI, 2001; BELAZI et al. 2005;
MANFREDI et al. 2002).

Para Yuan et al. (2001), as bolsas periodontais que abrigam C. albicans podem
representar um importante nicho desses fungos, favorecendo a ocorréncia de candidose
bucal. Estes pesquisadores analisaram a microbiota subgengival de individuos com
doengca periodontal, em pacientes portadores de diabetes melittus néo-
insulinodependentes e de controles ndo-diabéticos, para a detec¢do de cinco espécies de
micro-organismos patogénicos: Actinomyces actinomycemcomitans, P. gingivalis,
Eikenella corrodens, Treponema denticola e C. albicans, e observaram que estas espécies
ocorreram mais frequentemente em sitios doentes do que em sitios saudaveis, em ambos
0S grupos; para os autores, mais estudos sdo necessarios para determinar a relevancia de

C. albicans no desenvolvimento de periodontites em pacientes com diabetes melittus.

Num estudo com reacdes em cadeia da polimerase (PCR), verificou-se que as
quantidades de algumas espécies de Candida foram maiores em pacientes com doenca
periodontal crénica com diabetes do que naqueles sem diabetes. Entre os pacientes
diabéticos, C. albicans foi encontrada em 57%, C. dubliniensis em 75%, C. tropicalis em
16%, e a C. glabrata em 5% de bolsas periodontais (NETEA et al., 2008).

Sardi et al. (2010) mostraram através de uma revisao da literatura que os pacientes
diabéticos com periodontite cronica tiveram maior prevaléncia de Candida spp. quando
comparados aos ndo diabéticos. Encontraram quatro espécies de Candida, sendo C.
dubliniensis e C. albicans as mais prevalentes nos sitios periodontais, além de C. glabrata
e C. krusei, concluindo que a alta prevaléncia destas leveduras em biofilmes subgengivais
de bolsas periodontais podem indicar a coparticipacdo destes microrganismos na

progressao da DP desses pacientes.

Suarez et al. (2013) determinaram a prevaléncia de espécies de Candida e
estudaram fatores associados a colonizagéo da cavidade bucal em 107 pacientes com
diabetes mellitus tipo 2, classificados em controlados e néo controlados de acordo com
os valores de hemoglobina glicosilada. Foram encontradas leveduras em 74,8% dos

pacientes, 69% dos individuos com diabetes controlados apresentaram leveduras e 80%
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naqueles com diabetes descontrolada. O maior nimero de isolados correspondeu a C.
albicans, seguido de C. parapsilosis. Individuos ndo controlados apresentaram uma
porcentagem significativamente maior de levedura diferente de C. albicans (p = 0,049).

Pallavan et al. (2014) avaliaram a colonizacdo por Candida de 30 pacientes
diabéticos e 30 pacientes saudaveis utilizando a técnica de citologia exfoliativa oral,
mostrando um aumento da colonizacdo por Candida em pacientes diabéticos em
comparagao aos pacientes saudaveis, concluindo que a avaliacdo precoce da colonizacdo
por Candida pode evitar a colonizacdo destas em outras partes das mucosas orais ou na

corrente sanguinea.

3.8 Doenca periodontal e fatores de viruléncia de Candida

Espécies de Candida possuem fatores de patogenicidade que possibilitam o
agravamento da doenca periodontal como: a aderéncia e consequente capacidade de
invadir o epitélio do sulco, dimorfismo, inibicdo da funcdo de polimorfonucleares, lise de
mondcitos, presenca de endotoxinas e producdo de enzimas como a fosfolipase e
proteinase, que exercem importante papel na invasao da célula do hospedeiro (MARTINS
et al. 2002).

Pizzo et al. (2002) sugeriram que a heterogeneidade de cepas de Candida na bolsa
subgengival ndo é apenas resultado do seu espalhamento na saliva ou no biofilme, mas
também da sua capacidade de adaptacdo a bolsa, desenvolvendo diferentes propriedades

de viruléncia para sua sobrevivéncia em ambientes hostis.

Um estudo realizado por Martins et al. (2002) conseguiu isolar 31,82% do género
Candida a partir da cavidade bucal, onde 7,95% eram advindos de sitios de bolsas
periodontais. Este mesmo trabalho também analisou que 75% das 28 cepas de C. albicans
isoladas da cavidade bucal, produziram fosfolipase e 89,3% eram produtoras de
proteinase. Por outro lado, 21,5% das amostras de C. albicans isoladas da cavidade bucal
e 28,6% da bolsa periodontal apresentaram forte atividade fosfolipasica e proteinésica.
Concluiram que a producdo destas enzimas no sulco gengival pode atuar como fator

secundario na patogenicidade da doenca periodontal.

Lorenzo (2004) estudou a producdo de fosfolipase e proteinase por cepas de

Candida, concluindo que a fosfolipase € uma enzima que hidrolisa os fosfolipideos,
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principais componentes das membranas celulares que compde os tecidos podendo fazer
parte do processo de invasdo de C. albicans, uma vez que, devido a contribui¢do deste
fungo na destruicdo tecidual, as chances de penetracdo e disseminacgdo de outros micro-

organismos no periodonto se tornam maiores.

A liberagcdo de proteinases pelos fungos parece promover a degradagéo de
colageno e de fibronectina resultando na destrui¢do da matriz extracelular e da membrana
basal. Além disso, os fungos sd@o mais resistentes, ou menos suscetiveis as defesas do
hospedeiro (inata e adaptativa) e, desta forma, podem perpetuar o processo inflamatorio,
ainda que, em alguns casos, tenha sido detectado um infiltrado inflamatério minimo
adjacente a hifas JARVENSIVU et al. 2004).

Rosa et al. (2008), descobriram que cepas periodontais de C. albicans aumentam
a producdo de determinadas enzimas hidroliticas sob condi¢Ges de anaerobiose, o que
indica que a baixa concentracdo de oxigénio nas bolsas periodontais exerce influéncia na
viruléncia atribuida a C. albicans. A liberacdo de proteinases pelos fungos parece
promover a degradacdo de colageno e de fibronectina resultando na destruicdo da matriz

extracelular e da membrana basal.

Peixoto et al. (2010), numa breve reviséo de literatura a respeito da colonizagdo
de Candida spp. em bolsas periodontais, seus principais fatores de viruléncia e possivel
influéncia sobre as doencas periodontais, concluem que os fatores de viruléncia de
Candida spp. associados a suscetibilidade do hospedeiro poderiam desempenhar um papel
importante nas alteracBes inflamatorias associadas com as doencas periodontais

destrutivas.

Portanto, a presenca de Candida spp. pode ser considerada um fator importante
para o processo de colonizacédo de bolsas periodontais. Possui varios fatores de viruléncia
relevantes na patogénese da doenca periodontal, tais como a capacidade de aderir ao
epitélio e invadir o tecido conjuntivo gengival (HAYNES, 2001; JARVENSIVU et al.
2004). Além disso, podem inibir a funcdo de neutrofilos polimorfonucleares, e
produzirem enzimas como fosfolipases e proteinases capazes de degradarem
imunoglobulinas. Os fatores de viruléncia de Candida spp. associados a suscetibilidade
do hospedeiro poderiam desempenhar um papel importante nas alteracfes inflamatdrias
associadas com as doencas periodontais destrutivas (MACCARINELLI et al. 2001;
HAGEWALD et al. 2002; BARROS et al. 2008).
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4 METODOLOGIA

Trata-se de um Estudo de Caso-controle, e teve inicio ap6s a aprovacao do projeto
de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em seres humanos sob ntmero
CAAE: 46940315.7.0000.5020 (ANEXO 1).

4.1 Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os pacientes foram informados sobre a finalidade da pesquisa, bem como sobre os
métodos de coleta das amostras e os usuarios do Centro de Especialidades Odontolégicas
que aceitaram participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO 2).

4.2 Selecdo das amostras

Para este estudo foram selecionados 30 pacientes com DP e diagndstico médico
de diabetes tipo 2 (grupo teste), e 30 individuos com DP e sem diabetes tipo 2 (grupo
controle), sem paridade de géneros, maiores de 18 anos de idade, dentre aqueles que
procuraram o Centro de Especialidades Odontol6gicas da Universidade do Estado do
Amazonas (UEA) no periodo de junho a dezembro de 2015. Foram solicitados exames
soroldgicos (validade de 6 meses) de glicemia e hemoglobina glicada a todos os

participantes.
4.3 Critérios de inclusao

Ter assinado o TCLE, apresentar quadro de DP moderada a grave (minimo de
dois sitios em dentes diferentes com profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm e
perda de insercdo maior que 3 mm); ter diagndstico médico de diabetes tipo 2 (pacientes

do grupo teste), apresentar exames de glicemia e hemoglobina glicada.
4.4 Critérios de exclusdo

Tabagistas, uso de antibidticos, antifingicos e tratamento periodontal nos Gltimos
6 meses, portadores de aparelhos ortoddnticos e prétese total, gravidez, doenca sistémica,

outras imunodeficiéncias (excluindo-se DM).
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4.5 Coleta de dados

Apo6s anamnese, foi realizado exame clinico periodontal por um d{nico
examinador, devidamente calibrado, com espelho clinico n°® 5 e sonda periodontal
preconizada pela OMS, em ambiente com boa iluminag&o, utilizou-se o indice periodontal
comunitario (CPI) e indice de perda Periodontal (PIP), onde foi preenchida a ficha clinica
e coleta de dados necessarios ao estudo (ANEXOS 3 e 4). O reexame de 10% da amostra
(N=6) fora realizado pelo padrdo, em individuos selecionados aleatoriamente, visando

assegurar a confiabilidade dos resultados.
4.6 Obtencao da Amostra Clinica

Para cada paciente do grupo teste e controle, a coleta de material da bolsa
periodontal fora realizada de acordo com LOBERTO et al. (2004) apds a remocao do
biofilme supra gengival com compressa de gaze estéril e isolamento relativo com roletes
de algoddo. Foram colocados trés cones de papel esterilizados n® 25 em cada bolsa
periodontal, até a profundidade de sondagem, por 30 segundos. Foram coletados materiais
de duas bolsas periodontais de diferentes dentes. Os cones contendo o material coletado
foram colocados em tubos de vidro (tubos de ensaio) contendo 1ml de PBS. O material
coletado fora mantido em gelo até ser levado ao laboratério de biodiversidade do Instituro
de Pesquisas Lebnidas & Maria Deane da Amazonia (CPQLMD-FIOCRUZ) para seu

processamento.
4.7 Obtencao dos isolados de leveduras

As amostras de material subgengival foram processadas no laboratério da
CPgLMD-FIOCRUZ. Os cones foram removidos com auxilio de pingas esterilizadas e
cada amostra fora centrifugada por 10 minutos (80000 Xg) e o sobrenadante descartado.
O depdsito fora ressuspendido em 0,6ml de PBS e misturado em Vortex por 30 segundos,
produzindo assim a suspenséo de concentracdo final (SANTOS & JORGE, 1998).

De cada amostra (suspenséo de concentracdo final) do material subgengival, fora
semeado 100ul em placas de Petri contendo Agar Sabouraud dextrose (ASD) com
cloranfenicol (0,1 mg de Quemicetina Succinato, Carlo Erba, por ml de meio) e incubadas
a 37°C por 48 horas e a seguir por mais cinco dias a temperatura ambiente para posterior

purificacéo.
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4.8 Manutencéo e preservacao das leveduras isoladas

Apds o periodo de isolamento, as amostras de leveduras foram semeadas na forma
de estrias central em tubos de ensaio contendo agar Saboraud e 4gar malte, de maneira a

obter culturas puras e isoladas.

Figura 11 : Preservacdo das amostras em tubos de ensaio contendo ASD.

Fonte: dados da pesquisa

4.9 Identificagdo através de CHROMagar Candida

O CHROMagar Candida (Microbiology, France) fora preparado de acordo com as
instrugdes do fabricante e as placas estocadas a 4°C. Cada isolado fora subcultivado neste
meio e incubado a 37°C por 48 horas. A leitura das placas e a interpretacdo dos resultados
foram realizadas pela observacao da morfologia da colénia e da pigmentacao das coldnias
(GARCIA-MARTOS et al., 1998).
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C. tropicalis

C. albicans C. glabrata

C. dubliniensis C. krusei
Figura 12. Identificacdo presuntiva da espécie de Candida spp. de acordo com a

variacdo da coloracdo da col6nia pelo método cromageno.

Fonte: CHROMagarTM Candida

Coleta crescimento  preservacao em tubos de ensaio  repique em ASD
- I
37°C 48h  agar Sabourad/malte ‘
5 dias \ repique em Agar cromogénico

identificacdo das amostras ~= incubar a 37°C por 48h

Figura 13: Fluxograma de isolamento e identificagdo dos isolados de Candida spp.
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4.10 Atividade de fosfolipase

A producdo de fosfolipase foi verificada segundo Price et al., (1982). Culturas
com crescimento de 48 horas em tubos contendo agar Sabouraud dextrose foram
inoculadas em pontos equidistantes nas placas de agar fosfolipase com emulséo de ovo a
50% em solucdo fisioldgica. Foram inoculados 10uL de uma suspensdo de células
ajustada na escala 1 McFarland. O &gar fosfolipase contém peptona- 10g, glicose-30g,
cloreto de sodio-57,3g, cloreto de calcio-0,55¢g, agar-20,0g e a4gua destilada- 1000ml. A
leitura do teste fora realizada apds 4 dias de incubacdo a 37°C, sendo considerado como
positivo a producdo de zona opaca de precipitacdo ao redor da colbnia. A atividade
enzimatica (Pz) foi medida através da razdo entre o diametro da col6nia e o didmetro da
colbnia mais a zona de precipitacdo. Quanto menor o valor de Pz, maior a atividade
enziméatica: Pz = 1,0 (auséncia de atividade enzimatica), 0,64 < Pz < 1,0 (atividade

enzimatica positiva) e Pz < 0,63 (atividade enzimatica fortemente positiva).
4.11 Atividade de proteinase

A producdo de proteinase foi verificada segundo Ruchel et al. (1982). O
fendmeno fora observado a partir de amostras de Candida cultivadas por 24 horas em
agar Sabouraud dextrose a 37°C inoculadas em pontos equidistantes em placas de agar
proteinase. O meio indutor consiste de 0,2% de soro albumina bovina (SAB, fraction V,
Sigma) e solucdo de vitaminas (Sigma) adicionadas de Yeast Carbon base (YCB - Difco,
Detroit, M1, USA), ajustado a pH 5, esterilizado por filtracdo e adicionado de agar (2%)
autoclavado. A padronizacdo do inéculo foi feita conforme descrito para o teste de
producdo de fosfolipase.

As placas foram incubadas durante sete dias a 37°C e a leitura da atividade

enzimatica (Pz) foi realizada utilizando-se o mesmo calculo da atividade para fosfolipase.
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10 ul
ASD, 37°C 24h Salina esterilizada Incubacéo a 37°C
1 MacFarland 10 ul Agar fosfolipase: 4 dias
107 UFC/ ml Agar proteinase: 7 dias

Leitura dos testes e interpretacéo dos resultados

Figura 14: Fluxograma do processo de realizacdo dos testes de pesquisa enzimatica.

4.12 Capacidade de aderéncia a células epiteliais bucais.

Os testes de aderéncia de Candida spp. a células epiteliais foram realizadas de
acordo com SOBEL et al., (1981) e KIMURA e PEARSALL (1997), adaptado por LIMA
NETO (2007).

As células de leveduras foram crescidas em agar malte (Difco) por 36 ha 37°C e
ressuspensas em 2 mL de tampéo fosfato (PBS) 0,1M, ph 6,8 e 4°C, lavadas duas vezes
em 2 mL de PBS sob centrifugacéo (2500rpm, 5 min cada) e ressuspendidas em PBS a

uma concentragéo de 2x107 células.mL™? determinada por espectrofotometria.

As células epiteliais foram coletadas de um voluntario adulto e saudavel através
de escarificacdo suave da mucosa oral com “swabs” esterilizados. Em seguida, as células
foram suspensas em 5 mL PBS para liberar as células. As suspensdes de células epiteliais
foram lavadas duas vezes em 5 mL de PBS sob centrifugagéo (2500rpm, 5 min cada) para
remover as bactérias que estivessem aderidas. As células foram ressuspensas em PBS a
uma concentragdo de 4x10* células.mL™ determinada por espectrofotometria. Apds as
lavagens, foram avaliadas morfologicamente a integridade e viabilidade das células
epiteliais. O teste de aderéncia entre células epiteliais bucais e células de leveduras foi
realizada através da unido de 1 mL de cada suspensdo numa proporcao de 1:1 em tubos

de ensaio colocados sob suave agitagdo durante 2 h a 37°C. Na etapa seguinte, foi
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adicionado o corante azul de metileno, com pipeta de Pasteur, e preparadas as laminas
para observagdo microscopica na objetiva de 40x. Na determinacdo dos resultados foram
visualizados 10 (dez) campos por lamina e usados os seguintes parametros: (+) intensa
aderéncia (quando mais do que 50% da superficie das células epiteliais estiver aderida
pelas células de levedura), (-) fraca aderéncia (quando a superficie das células epiteliais

estiver aderida pelas células de levedura em até 50%), (0) sem aderéncia.
4.13 Andlise estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando-se o programa R versdo R-3.1.1, e foram
aplicados os testes de Fischer para verificar se a frequéncia absoluta observada para a
presenca de Candida era significativamente diferente da distribuicdo da frequéncia
absoluta esperada e o teste de Mann-Whitney com intervalo de confianga de 5%.

5- RESULTADOS

Na presente pesquisa, foram coletadas amostras de bolsas periodontais de 60
pacientes com periodontite, sendo 30 diabéticos (grupo caso) e 30 pacientes ndo diabéticos

(grupo controle).

Deste estudo participaram 19 homens e 41 mulheres, ndo sendo encontrada
diferenca estatisticamente significativa (p=0,579) entre os grupos com rela¢do ao sexo
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 8 - Numero de individuos que participaram da pesquisa conforme o sexo

Sexo Grupo caso (C) Grupo controle Total
(CTL)
n (%) n (%) N (%)
Masculino 8 (26,7) 11 (36,7) 19 (31,7)
Feminino 22 (73,3) 19 (63,3) 41 (68,3)

Fonte: dados da pesquisa
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Tabela 9 - Numero de individuos grupo controle que apresentaram espécies de Candida

Sexo

Masculino

Feminino

na bolsa periodontal de acordo com o sexo

Casos positivos Casos negativos

n (%) n (%)
1(3,3) 10 (33,3)
3 (10) 16 (53,3)

Fonte: dados da pesquisa

Total
N (%)
11 (36,7)

19 (63,3)

A média de idade dos participantes da pesquisa foi de 56 anos no grupo caso e 50

anos no grupo controle, havendo diferenca estatistica entre os grupos (p=0,026), quando

se avalia a faixa etaria (Tabelas 3,4,5).

Tabela 10 - Faixa etaria dos participantes da pesquisa

Idade

grupo caso | Grupo controle N (total)

p valor

Mann
Whitney

Median(IQR)

56(51.2;62) | 50 (41.8;58) | 53(46.859.5)

0,026

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 11 - Numero de individuos grupo controle que apresentaram espécies de Candida
de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria Leveduras (%0) Negativo (%)
20-30 1(3,3) 1(3,3)
31-40 1(3,3) 3(3,3)
41-50 - 9 (30)
51-60 1(3,3) 9 (30)
61-70 1(3,3) 4 (13,3)
Total 4 (13,3) 26 (86,7)

Fonte: dados da pesquisa
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Tabela 12 - Namero de individuos diabéticos que apresentaram espécies de Candida de

acordo com a faixa etaria

Faixa etaria Leveduras (%) Negativo (%)
20-30 - 1(33)
31-40 - 2(6,7)
41-50 1(3,3) 2(6,7)
51-60 5(16,6) 9 (30)
61-70 6 (20) 4 (13,3)
Total 12 (40) 18 (60)

Fonte: dados da pesquisa

Leveduras do género Candida foram isoladas de bolsas periodontais de 12 (40%)

pacientes diabéticos, sendo C. albicans a espécie mais frequente (23,3%), seguindo-se C.
krusei (6,7%), C. tropicalis (6,7%) e C. glabrata (3,3%). Da bolsa periodontal de pacientes
sem diabetes, foram isoladas leveduras do género Candida em 13,3% dos pacientes (n =

4), sendo C. albicans a mais prevalente (6,7%), seguido de C. krusei(3,3%) e C. tropicalis
(3,3%) (Graficos 1,2,3); (Tabela 6).

Tabela 13 - Frequéncia das espécies de leveduras do género Candida isoladas de

periodontite de individuos do grupo caso e controle.

Espécies grupo caso grupo controle Total

N (%)

n(%) n (%)
C. albicans 7(23,3) 2 (6,7) 9 (15)
C. glabrata 1(3,3) - 1(1,7)
C. tropicalis 2 (6,7) 1(3,3) 3(5)
C. krusei 2 (6,7) 1(3,3) 3(5)
Total de espécies 12 (40) 4 (13,3) 16 (26,7)
p valor = 0,139

Fonte: dados da pesquisa
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Espécies de Candida
N=16 (26,7%)

= C. albicans = C. tropicalis = C.krusei = C. glabrata

Gréfico 1: Espécies de Candida isoladas de bolsas periodontais de pacientes diabéticos
e controle

Fonte: dados da pesquisa

grupo Diabéticos (%)

= C. albicans = C.tropicalis = C.krusei = C. glabrata

Gréfico 2: Prevaléncia de espécies de Candida isoladas de bolsas periodontais de
pacientes diabéticos

Fonte: dados da pesquisa
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grupo controle (%)

mC. albicans mC. tropicalis = C. krusei

Graéfico 3: Prevaléncia de espécies de Candida isoladas de bolsas periodontais de
pacientes sem diabetes.

Fonte: dados da pesquisa

Ao avaliarmos as espécies isoladamente, houve maior predominio de isolados de
C. albicans e Candida ndo-albicans em pacientes diabéticos, mas sem diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (Tabela 6). Entretanto, o nimero de isolados
de espécies de Candida coletados de bolsas periodontais de diabéticos (12 isolados) foi
significantemente maior que os obtidos do grupo controle (4 isolados), havendo diferenca

estatistica (p valor=0,041) se avaliarmos categoricamente por género (Tabela 7).
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Tabela 14: Prevaléncia do género Candida isoladas de bolsas periodontais de diabéticos

e controle.
Espécies N° de isolados
Diabéticos Controle
N=30 N=30
C. albicans 7 2
C. tropicalis 2 1
C. krusei 2 1
C. glabrata 1 -
Total (%) 12 (40%) 4 (13,3%)
p valor=0,041

Fonte: dados da pesquisa.

Dos individuos examinados (grupo caso e controle), 16 (26,7%) apresentaram leveduras

do género Candida somente em regifes onde a sondagem de profundidade foi maior que

5 mm, ndo havendo diferencas estatisticas entre os dois grupos. (Gréafico 4).
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Gréfico 4: Presenca de leveduras de acordo com profundidade de sondagem e idade

dos grupos da pesquisa.

Sondagem=mm

p valor= 0,27 Mann Whitney

Fonte: dados da pesquisa

Individuos diabéticos com glicemia e hemoglobina glicada elevadas apresentaram

uma percentagem significativamente mais elevada de leveduras nas bolsas periodontais

(p= 0,006 e 0,005 respectivamente) do que individuos ndo diabéticos (Grafico 5).

LEVEDURA
+ albicans
=« glabrata
= lrusei
+ |N
= tropicalis
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Grafico 5: Leveduras encontradas segundo valores de glicemia e hemoglobina
glicada (HG) nos  grupos caso (C) e controle (CTL).

N= negativos

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 15 - Presenca de Candida spp. segundo valores de glicemia e Hemoglobina
glicada de pacientes diabéticos e controle.

Diabéticos Controle

Glicemia>126 Glicemia<126 Glicemia >126  Glicemia<126
HG >7 HG <7 HG>7 HG <7

Candida (+) 12 - - 4

Candida (-) - 18 26 -

Teste de Mann Whitney

(p valor=0,06 e 0,05)

Fonte: dados da pesquisa

Os resultados expressos como valores de Pz medio para cada grupo foram

analisados pelo teste estatistico de Mann-Whitney, em nivel de significancia de 5%.

Todos os isolados (grupo caso e controle) de C. albicans mostraram alta atividade

de proteinase e fosfolipase. Os valores de Pz para atividade de proteinase dos isolados de
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C. albicans do grupo caso e controle variaram de 0,41-0,46 e 0,40-0,46, respectivamente,
sendo os isolados fortemente positivos para a producao de proteinase, e os valores médios
de Pz para atividade de fosfolipase dos grupos caso e controle variaram de 0,42-0,52 e

0,43-0,58, respectivamente, com alta atividade de fosfolipase.

Os isolados de C. tropicalis apresentaram atividade de proteinase com valores de
Pz variando de 0,61-0,69 e 0,69 nos grupos caso e controle, respectivamente, e Pz de 0,45-
0,57 e 0,67 para atividade de fosfolipase nos grupos caso e controle, respectivamente. C.
krusei tiveram atividade de proteinase com Pz valores de 0,69-0,79 e 0,77 nos grupos caso
e controle, respectivamente, e ndo apresentaram atividade de fosfolipase. J& os isolados
de C. glabrata apresentaram atividade de proteinase somente no grupo caso, com Pz valor
de 0,63. Os isolados foram categorizados por seus niveis de producdo de fosfolipase e

proteinase. A atividade destas enzimas é mostrada na Tabela 6.

No presente estudo, ndo houve diferenca estatistica nas atividades de proteinase e

fosfolipase dos isolados de Candida entre os grupos analisados (Figura 8).

Figura 16 - C. albicans isoladas de pacientes diabéticos produtoras de fosfolipase em
meio ASD enriquecido com gemas de ovos a 37°C apds 72h

Fonte: o autor
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Figura 17 - C. albicans isoladas de pacientes diabéticos produtoras de proteinases em
meio com albumina a 37°C ap0s 7dias.

Fonte: o autor

Tabela 16 -Valores de Pz obtidos nos testes de producéo de proteinase e fosfolipase pelo
isolados provenientes dos grupos diabéticos e controle

Producao de enzimas (Pz valor)
Grupo caso Grupo controle
Espécies n fosfolipase n proteinase n fosfolipase n proteinase
C. albicans 7 0,42+0,10 7 0,41+0,05 2 0,43+0,15 2 0,43+0,03
C.tropicalis 2 0,45+0,12 2 0,61+0,05 1 041+0,13 1 0,69
2 1 2
1

C. krusei 0,69 1 1 1 0,77

C. glabrata 1 1 0,63 - - - -

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa (p=0,269).

Fonte: dados da pesquisa
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Atividade de proteinase positiva

C. glabrata 0_ 1

i 1
Cleusel | — -
c.tropicalis | >
i 2
C.atbicans | —— 7

0 1 2 3 4 5 6 7 8
C. albicans C. tropicalis C. krusei C. glabrata
H Controle 2 1 1 0
M Diabéticos 7 2 2 1

H Controle M Diabéticos

Gréfico 6 - Distribuicdo das amostras de Candida provenientes da bolsa periodontal de
pacientes diabéticos e controle segundo a atividade de proteinase.

Fonte: dados da pesquisa

M Pz<0,63 muito positiva
0,63<Pz<1 positiva

B Pz=1 negativa

1 I
0
C. albicans C. tropicalis C. glabrata C. krusei

Gréfico 7 - Atividade de fosfolipase das espécies de Candida isoladas de bolsas
periodontais de diabéticos

Fonte; dados da pesquisa
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2,5

1,5
Pz<0,63 muito positiva

0,63< Pz<1 positiva

1 ] mPz=1 negativa

0,5

C. albicans C. tropicalis C. krusei

Gréfico 8 - Atividade de fosfolipase das espécies de Candida isoladas de bolsas
periodontais de pacientes do grupo controle.

Fonte: dados da pesquisa

A capacidade de aderéncia dos isolados de Candida as células epiteliais esta
sumarizada na Tabela 7. Sete dos 9 (77,7%) isolados de C.albicans e dois dos 3 de C.
tropicalis (66,7%) aderiram fortemente, enquanto que todos os isolados de C. krusei e um
isolado de C. glabrata apresentaram fraco padrdo de aderéncia. N&o houve diferenca
significativa entre os grupos, apesar do maior nimero de isolados de espécies de Candida

dos pacientes diabéticos apresentaram capacidade de adeséo.
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Tabela 17 - Avaliacdo da capacidade de aderéncia a célula epitelial bucal (CEB) de
isolados de Candida obtidos de bolsas periodontais de pacientes diabéticos e controle

Etiologia Numero médio de leveduras aderidas a 10 CEB + dp
Diabéticos Controle

C. albicans* 145+33 120+31

C. tropicalis®™ 125174 111

C. krusei® 17+11 44

C. glabrata® 41 SA

Alta aderéncia (xx), fraca aderéncia (0), SA= sem aderéncia

dp= desvio padréo

A B

Figura 18 - Fraca aderéncia de C. Krusei (A) e alta aderéncia de C. Albicans (B) as células
epiteliais orais. Ampliagéo: 40x

6- DISCUSSAO

Fonte: dados da pesquisa

Candida spp. bucais sdo leveduras comensais e sua transformacdo em pat6geno

oportunista ocorre da combinacéo de alguns fatores que podem afetar esse equilibrio como

alteracbes do ambiente da cavidade bucal, do proprio fungo, e da imunidade do

hospedeiro, principalmente em individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia
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humana (HIV), com deficiéncia nutricional, neoplasias ou com doenca metabolica como
diabetes mellitus (TEKELI et al.,2004).

Diversos estudos sobre Candida spp. em pacientes com periodontite e com fatores
de risco para candidoses tém sido documentados, mas o papel de Candida spp. na cavidade
bucal de individuos diabéticos é controverso, e a sua prevaléncia nesses pacientes varia de
18 a 80% (SOYSA et al.,2006), dependentes da metodologia utilizada no laboratorio, ao

namero e as caracteristicas dos individuos, as técnicas de amostragem, e a fatores sociais.

No presente estudo, leveduras do género Candida foram isoladas de bolsas
periodontais de 12 (40%) dos pacientes diabéticos, e a presenca de Candida spp. em
pacientes com periodontite e sem diabetes foi de 13,33%, corroborando com os resultados
do isolamento de Candida em outros estudos que variaram de 7,96 a 69,2%
(ALBANDAR, 2002; REYNAULD et al., 2001; JAVED et al., 2009; JARVENSIVU et
al., 2004; SARDI et al., 2010; SUAREZ et al., 2014). Esses resultados sugerem que a
maior prevaléncia destas leveduras em bolsas periodontais de diabéticos podem indicar a
coparticipacdo destes microrganismos na progressdo da doenca periodontal nesses

pacientes.

Nesse estudo, C. albicans foi a mais prevalente nas bolsas periodontais dos dois
grupos, sendo 23,3% nos pacientes diabéticos e 6,7% naqueles sem diabetes. DAHLEN
et al. (1995) estudaram a frequéncia e prevaléncia de hastes entéricos, estafilococos e
Candida em amostras de placa subgengival de pacientes submetidos a tratamento
periodontal, e os fungos foram recuperados a partir de 7,3% das amostras. Entretanto,
Peixoto et al. (2010) em uma revisdo da literatura sobre a colonizagéo de Candida spp. em
bolsas periodontais, encontrou uma média de 20% de C. albicans de bolsas periodontais

de pacientes com periodontite, numa prevaléncia maior que a encontrada no nosso estudo.

Em estudo realizado por Kignel et al. (2000) analisando aspectos fungicos do
cancer bucal, verificaram que dos 33 pacientes imunossuprimidos que participaram da
pesquisa, 42,4 % foram positivos para Candida spp. Martins et al. (2002) analisando a
presenca de Candida spp. e Staphylococcus spp. na cavidade oral, encontraram a levedura
em 61,22 % dos pacientes estudados.

Numa revisdo de literatura sobre a presenca de Candida spp. na doenca

periodontal, Sardi et al. (2010) encontraram C. albicans em 57,3%, C. tropicalis em
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15,85% e C. glabrata em 4,87% de bolsas periodontais de pacientes diabéticos. Num
estudo que avaliou a presenca de leveduras nas cavidades orais de pacientes diabéticos,
Suarez et al. (2013) encontraram uma prevaléncia de 74,8% de Candida spp, confirmando
uma variabilidade em relacdo ao nosso estudo que pode ser resultante de fatores sociais
ou da técnica de amostragem. Além disso, 0s pacientes poderiam estar com o sistema

imunolégico menos atuante, o que pode ter contribuido para a colonizacao pelas leveduras.

Na literatura, diabetes do tipo 2 tem alta prevaléncia e seu acometimento aumenta
de acordo com a faixa etéria, principalmente em individuos acima dos 40 anos o que
coincide com a faixa etaria na qual ocorre maior prevaléncia de doenca periodontal grave
ou avancada (ALBANDAR, 2002).

O porcentual de isolamento de leveduras observado nos pacientes neste estudo foi
maior na faixa etaria entre 50 e 60 anos, corroborando com dados do Estudo Multicéntrico
sobre a Prevaléncia do Diabetes no Brasil, que evidenciou a influéncia da idade na
prevaléncia de Diabetes e observou incremento de 2,7% na faixa etéaria de 30 a 59 anos e
de 17,4% na faixa etaria de 60 a 69 anos. Em nosso estudo, os dois grupos estudados de
diabéticos e ndo diabéticos diferiram estatisticamente em relacdo a idade (p=0,026), em
desacordo com outros estudos (DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 1996; GARCIA-
MARTOS et al., 1998).

O maior nimero de participantes e de amostras positivas foram provenientes de
mulheres, concordando com dados da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) que estimou
que, no Brasil, 6,2% da populacdo com 18 anos ou mais de idade referiram diagnostico
meédico de diabetes, sendo de 7,0% nas mulheres e de 5,4% nos homens. Essa maior
proporgao no estudo talvez possa ser justificada pelo fato do sexo feminino possuir maior
assiduidade na realizacdo de exames de rotina e dedicacdo aos assuntos relacionados a
salde, associados a disposicdo para participar da pesquisa (SCHMIDT et al., 2014; IBGE,
2013).

No nosso trabalho, houve maior colonizacdo de Candida spp. nos pacientes
diabéticos com glicemia e hemoglobina glicosilada elevadas, havendo diferenca estatistica
entre os grupos, e concordando com alguns trabalhos que indicam alteracdo da
colonizagdo de leveduras nas cavidades orais pelos niveis de glicose no sangue pois 0s

niveis de glicose em pacientes diabéticos favorecem o crescimento da levedura com
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aumento do numero de receptores disponiveis para Candida (KHOSRAVI et al., 2008,
SARDI et al., 2012; SUAREZ et al., 2014).

Além disso, a degeneracdo microvascular encontrada em exames histologicos de
pacientes diabéticos podem facilitar a colonizagdo por Candida tornando-os mais
susceptiveis a infeccdes associado a deficiéncia de neutrdfilos nesses pacientes (DARRE
et al., 2008). Entretanto, nossos resultados discordam com o relatorio de Manfredi et al.
(2002) que afirmam que a frequéncia de isolados de Candida independem do estado do
portador e da hemoglobina glicada (HG), e sugerem que o crescimento das leveduras na

cavidade bucal de pacientes diabéticos depende de outros fatores.

Diferentes trabalhos indicam C. albicans como a levedura isolada com maior
frequiéncia nas cavidades orais de pacientes diabéticos (BELAZI et al., 2005; KADIR et
al., 2002; KHOSRAVI et al., 2008; TEKELI ET AL., 2004). No presente estudo, esta
espécie foi a mais prevalente e encontrou-se com maior frequéncia tanto em individuos
controlados quanto nos individuos descontrolados. Contudo, outros estudos com pacientes
diabéticos e controles saudaveis constataram que as espécies de C. albicans ndo foram
mais prevalentes nos individuos diabéticos (JAVED et al., 2009). Algo semelhante foi
observada em pacientes com HIV, em que os isolados de espécies de C. albicans nédo é
mais prevalente em estagios avancados da doenca (CASTRO et al., 2013).

A descoberta de isolados de espécies de C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata em
nosso estudo corrobora outros relatorios que destacam a importancia das espécies de
Candida ndo-albicans como agentes patogénicos em seres humanos indutores de
infeccdes sistémicas com 0s seguintes fatores de risco: imunossupressdo (AIDS, doentes
com neutropenia), uso prolongado de dispositivos endovenosos ou dispositivos protéticos.
Entretanto, sdo escassos os estudos exploratorios que identifiqguem essas espécies de
Candida como responsaveis pela candidiase oral nesses pacientes (NETEA et al., 2008;
SARDI et al., 2012; SUAREZ et al., 2014)

As espécies de C. albicans tém sido relacionados com a resisténcia as substancias
antifungicas (CASTRO et al., 2013). Neste trabalho, esse fator ndo pode ser relacionado
com a presenca destas leveduras, uma vez que foram excluidos pacientes com terapia

antifungica e ndo foram realizados testes de susceptibilidade a estes medicamentos.
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Diabetes Mellitus é considerado um fator de risco para o desenvolvimento da
doenca periodontal, sobretudo em pacientes com mau controle da doenca (SOYSA et al.,
2006). Nosso estudo ndo encontrou associacao estatistica entre profundidade de sondagem
das bolsas periodontais e controle glicémico. Sondagens maiores que 5 mm, que refletem
moderada gravidade periodontal, foram semelhantes para ambos os pacientes (diabéticos
e ndo diabéticos). Estes resultados coincidem com o estudo realizado por Arrieta et al.
(2003) que relataram que nenhuma relacdo existe entre situagdo periodontal e controle

metabolico da doenca.

A microbiota periodontal em pacientes diabéticos é similar a dos ndo diabéticos, e
outros fatores podem estar envolvidos na maior prevaléncia desta complicacdo em
diabéticos, como a anormalidade da resposta imune do hospedeiro frente as infecgdes
bucais (GREGHI et al., 2002; HERRING; SHAH, 2006; VERNILLO, 2003).

Candida é o agente etioldgico mais frequente de infec¢des fungicas. Ela provoca
infecgOes oportunistas principalmente em pacientes imunodeprimidos. Doengas como a
diabetes mellitus, insuficiéncia renal, transplante de Orgdos, e neutropenia sdo 0s

principais fatores predisponentes para infeccdes por Candida.

A capacidade de producéo de proteinase e de fosfolipase, aderéncia a superficie de
células do hospedeiro, além de resisténcia aos antifingicos sao considerados importantes
fatores de viruléncia para espécies de Candida, podendo desempenhar um papel essencial
na capacidade de se estabelecer como um microrganismo infeccioso e colonizador
(CALDERONE & FRONZI, 2001; YANG Y.L., 2003).

A producdo de proteinase aumenta a capacidade de colonizagdo e penetracdo no
tecido hospedeiro, destruindo seu sistema imunitario. (KANTARCIOGLU e YUCEL,
2002). Enzimas lipoliticas, tais como fosfolipases, penetram na célula hospedeira
aumentando a adesdo as células epiteliais com consequente invasdo do epitélio oral,
favorecendo as infecgdes por Candida (TREVINO-RANGEL et al., 2013). Estudos
anteriores confirmaram que a alta producéo de fosfolipase esta ligada a um maior grau de
patogenicidade (MITROVIC et al., 1995; NIEWERT; KORTING, 2001).

Os isolados de Candida albicans e C. tropicalis produziram maior atividade de
proteinase e fosfolipase que as demais espécies (Tabela 7). Esta observagdo concorda com

os resultados de D’Ega Junior et al. (2011) que comparando in vitro a producéo enzimatica
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de isolados de Candida spp., observaram que a maioria dos isolados de Candida albicans
foram produtores de proteinase e fosfolipase e 91,7% dos isolados de C. tropicalis
apresentaram atividade de fosfolipase.

Neste trabalho, embora ndo estatisticamente significativo, os isolados de C.
albicans produziram mais proteinase e fosfolipase do que espécies de Candida ndo-
albicans sendo detectados em 100% de seus isolados. Estes resultados podem ser
atribuidos a caracteristica da cepa, concordando com o resultado de outros autores que
observaram que Candida albicans apresentou um percentual significativamente maior de
isolados produtores de proteinase e fosfolipase num estudo sobre a producdo de
fosfolipase e proteinase em isolados clinicos de varias espécies de Candida
(KANTARCIOGLU E YUCEL, 2002; SILVA, J.0. et al., 2007).

No presente estudo ndo houveram diferencas estatisticas quanto aos fatores de
viruléncia produzidos por isolados de Candida albicans entre individuos do grupo
controle e em pacientes diabéticos, concordando com resultados obtidos por outros autores
que apontaram variacdes de atividade enzimatica entre 60% a 100% para proteinase e 50
a 100% para fosfolipase (SAMARANAYAKE et al., 2002; MANFREDI et al., 2006;
KOMIYAMA et al. 2007; ARSLAN et al., 2016).

Entretanto, MANFREDI et al. (2006) demonstraram que a expressao de proteinase
ndo é significativamente mais elevada em isolados de Candida de pacientes com diabetes
guando comparados aos pacientes saudaveis e gque pacientes com diabetes tipo 2 tém
maiores niveis de proteinase do que os pacientes com diabetes tipo 1. No presente estudo,
ndo houve diferenca estatistica nos niveis de proteinase e fosfolipase observados entre 0s
pacientes diabéticos e ndo-diabéticos, concordando com outros autores (MANFREDI et
al., 2006; ARSLAN et al., 2016).

Estudos relataram que 30 a 100% dos isolados orais de C. albicans produzem
fosfolipases com graus varidveis de atividade enzimatica (HANNULA et al., 2000;
BARROS et al., 2008, SARDI et al., 2012). Em nossa pesquisa, uma alta atividade de
fosfolipase e proteinase foi detectada em 100% dos isolados de Candida albicans de
diabéticos, concordando com o estudo de TSANG et al., (2007), que encontraram uma

alta atividade de proteinase em pacientes com diabetes mellitus tipo 2.
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No nosso estudo, isolados de C. tropicalis apresentaram atividade de proteinase e
fosfolipase, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos caso e
controle. C. krusei apresentou positividade para proteinase e nenhuma atividade de
fosfolipase entre os dois grupos de pacientes, e C.glabrata isolada do grupo de diabéticos

apresentou somente atividade de proteinase.

Estas observacdes sdo em desacordo com os resultados obtidos por Rorig et al.,
(2009), que determinou que isolados de C. albicans apresentaram a maior producéo
enzimatica e que as espécies C. glabrata e C. parapsilosis ndo revelaram atividade de
fosfolipase e proteinase. Da mesma forma, um estudo realizado por Negri et al., (2010)
observaram que apenas um isolado de C. tropicalis dos sete obtidos a partir de um cateter

venoso central foi positivo para atividade de fosfolipase.

Neste trabalho, todos os isolados de C. albicans das bolsas periodontais dos dois
grupos apresentaram uma atividade muito forte de fosfolipase e proteinase. As espécies
de Candida ndo-albicans mostraram atividade de proteinase e média ou nenhuma
atividade de fosfolipase. Contrariando esses resultados, Oksuz et al., (2007) estudaram
amostras de Candida e verificaram que a maioria de espécies de C. albicans
desenvolveram fortes atividades de enzimas. Dentre as espécies ndo-albicans, os isolados

desenvolveram alta atividade de fosfolipase e baixa de proteinase.

Candida tropicalis € um patégeno conhecido por ser importante nas infeccdes
nosocomiais (KOTHAVADE et al., 2011; NEGRI et al., 2010). Todos os isolados de C.
tropicalis analisados no nosso estudo apresentaram atividade de proteinase e fosfolipase,
enzimas consideradas como importante fator de viruléncia e que podem estar envolvidas
na patogénese de espécies de Candida albicans (YAMAMOTO et al., 1992).

Os resultados para a C. glabrata indicam que esta espécie pode produzir
proteinase, 0 que poderia estar relacionado a viruléncia dessa espécie. Estes dados sao
importantes e diferentes da maioria dos encontrados na literatura que afirmam que C.
glabrata ndo produz niveis significativos de atividade de proteinase (KANTARCIOGLU
& YUCEL, 2002; KAUR et al. 2005).

MANE et al. (2011) avaliaram a producdo de enzimas de proteinase e fosfolipase
de C. albicans e os resultados foram 89,7% e 59,0%, respectivamente. No nosso estudo,

100% dos isolados de C. albicans apresentaram atividade proteolitica e de fosfolipase, o
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mesmo sendo observado por outros autores (OLIVEIRA et al,1998; BOSCO et al, 2003;
LYON e RESENDE, 2006). Todos esses fatores de viruléncia aumentam a patogenicidade
da Candida, que poderia colaborar na progressdo da doenga periodontal, principalmente

em pacientes imunodeficientes.

A adesdo das células de Candida as células epiteliais bucais (CEB) é um fenémeno
complexo e multifatorial que se baseia na expressdo de diversos tipos de adesinas nas
superficies de células modificadas morfologicamente. Além disso, possuem a habilidade
em formar biofilme sobre as células do hospedeiro resultando na estabilidade da aderéncia
do fungo aos tecidos (KHAN, 2010).

No presente estudo, os isolados de C. albicans apresentaram maior adesao a célula
epitelial bucal do que espécies de Candida ndo-albicans, contudo essa diferenca nao foi
estatisticamente significativa entre os grupos analisados, concordando com estudo feito
por Costa, (2009), que avaliou fatores de viruléncia e caracteristicas moleculares de
leveduras do género Candida isoladas de amostras do sangue, de cateter de pacientes
nosocomiais e da cavidade bucal de pacientes HIV positivos, verificando que a capacidade
de aderéncia a celula epitelial foi maior em C. albicans que Candida ndo-albicans, no
entanto nao houve diferenca de comportamento entre os isolados obtidos dos diferentes
locais estudados.

A alta habilidade de aderéncia apresentada por C. albicans pode indicar maior
viruléncia quando comparadas as espécies de Candida ndo-albicans. A aderéncia pode ser
considerada como processo multifatorial especifico envolvendo varios tipos de adesinas
na superficie das células de Candida além da variedade de sitios de ligacdo as células do
hospedeiro (KENNEDY, 1988).

Outros estudos também demonstraram que espécies de C. albicans sdo mais
aderentes as células epiteliais bucais que outras espécies de Candida (BIASOLLI;
TOSELLO; MAGARO, 2002; LYON; RESENDE, 2007; COSTA et al., 2010, DINIZ,
2011), entretanto h& pouca informacéo sobre espécies menos patogénicas como C. krusei
(SAMARANAYAKE et al.,, 1998). Em nossa pesquisa, isolados de C. albicans
apresentaram maior mediana de adeséo a célula epitelial bucal que os isolados de Candida
ndo-albicans, entretanto ndo houve diferenca estatistica entre eles (p= 0,269)

provavelmente ao reduzido nimero de amostras. Candida albicans foi a que apresentou
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maior capacidade de adesdo seguida de C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei, corroborando
com resultados de Lyon e Resende (2006). C. krusei é uma espécie pouco patogénica e
com baixa capacidade de aderéncia (SAMARANAYAKE et al., 1998).

A baixa patogenicidade de C.krusei verificada em nossa pesquisa reflete uma
habilidade reduzida em se aderir as células epiteliais bucais. Estudos realizados por
Samaranayake et al. (1994) demonstraram que a aderéncia de C. krusei as células epiteliais

bucais de individuos saudaveis foi 10 vezes menor que para C. albicans.

Samaranayake et al. (1998) avaliou a patogenicidade, colonizacéo e infectividade
de C. krusei e C. albicans na mucosa oral de ratos normais e imunocomprometidos,
demonstrando que C.albicans foi capaz de colonizar linguas dos dois grupos de animais.
C.krusei ndo foi capaz de infectar animais normais, entretanto provocou lesdes extensas

em ratos imunocomprometidos.

Uma revisdo da literatura discutiu os avancos recentes no conhecimento de fatores
de viruléncia de Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida tropicalis,
especificamente os de ades@o e formacdo de biofilme, que sdo componentes-chave na
patogenicidade de espécies de Candida. Todas as espécies analisadas foram capazes de
formarem biofilme, sendo menos extensos para C. glabrata em comparacdo com C.
parapsilosis e C. tropicalis O estudo demonstrou que a capacidade de formacdo do
biofilme, a estrutura e composi¢do da matriz sdo altamente dependentes das espécies
(SILVA, S. etal., 2011).

Apesar dos resultados desse trabalho ndo indicarem diferengas estatisticamente
significativas na maior producdo de fosfolipase e proteinase por cepas de C. albicans
provenientes de pacientes diabéticos com periodontite, tais enzimas sdo consideradas
importantes na invaséo tecidual (GHANNOUM & ABU-ELTEEN, 1990; NIEWERTH e
KORTING, 2001), e este pode ser um dado importante para o entendimento do papel das

leveduras do género Candida na patogénese da doenca periodontal em diabéticos. .
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CONCLUSOES

Candida spp foi encontrada na periodontite de pacientes diabéticos e individuos

saudaveis, porém em proporcoes distintas.

Candida albicans foi a espécie isolada mais prevalente em diabéticos (23,3%),
sequida de C. tropicalis (6,75%), C. krusei (6,7%) e C. glabrata (3,3%).
Encontrou-se maior prevaléncia de espécies de Candida em individuos diabéticos
com periodontite, glicemia e hemoglobina glicada elevadas (40%) comparados aos
individuos com periodontite e sem diabetes (13,3%), sugerindo que a
imunosupressédo e descontrole glicémico desses pacientes podem contribuir para a
colonizacdo de leveduras nas bolsas periodontais e consequente progressdo da
doenca periodontal.

Todos os isolados (grupo caso e controle) de C. albicans mostraram atividade de
proteinase, fosfolipase e aderéncia as células epiteliais.

Os isolados de C. tropicalis apresentaram atividade de proteinase e fosfolipase e
moderada aderéncia nos dois grupos, C. krusei apresentou positividade para
proteinase somente nos diabéticos, pouca aderéncia e nenhuma atividade de
fosfolipase entre os dois grupos, e C.glabrata apresentou somente atividade de

proteinase no grupo de diabéticos.

Considerando-se a colonizacdo e o desenvolvimento de fatores de viruléncia das

cepas de C. albicans e ndo-albicans isoladas, poderiamos sugerir uma correlacdo entre a

producdo desses fatores e sua patogenia, principalmente se isoladas de individuos

diabéticos considerados clinicamente imunocomprometidos. A presenca de fatores de

viruléncia nas amostras isoladas de bolsas periodontais de pacientes diabéticos sugere a

importancia do estudo sistematico desses fatores, visto que a periodontite pode ser o foco

de disseminacéo de infecgdes profundas.

Considerac0es Finais

Estudos posteriores serdo necessarios para determinar o real impacto desses

achados sobre a disseminacédo da infeccdo periodontal em diabéticos.



85

REFERENCIAS
1. ALBANDAR, JM. Global risk factors and risk indicators for periodontal diseases.
Periodontol 2000. 2002; 29: 177-206.

2. AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY. Parameteron chronic
periodontitis with slight to moderate loss of periodontal support. J Periodontol, v.71, n.
5, suppl., p. 853-5, May 2000.

3. AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY. Parameteron “refractory”
periodontitis. J Periodontol, v.71, n. 5, suppl., p. 859-60, May 2000.

4. ARRIETA, JJ; BARTOLOME, B; JIMENEZ, E; SAAVEDRA, P; ARRIETA, Fl.
Problemas bucodentales en pacientes con diabetes mellitus (I1): Indice gingival y
enfermedad periodontal. Med Oral. 2003; 8: 233-47.

5. BANNO, Y; YAMADA, T; NOZAWA, Y. Secreted phospholipases of the dimorphic
fungus, Candida albicans separation of three enzymes and some biological properties.
Sabouraudia: J Med Vet Mycol, v.23, n.1, p.47-54, Feb. 1985.

6. BARRETT-BEE, K. et al. A comparison of phospholipase activity, cellular adherence
and pathogenicity of yeasts. J Gen Microbiol, v.131, p. 1217-21, 1985.

7. BELAZI, M; VELEGRAKI, A; FLEVA, A; GIDARAKOU, I; PAPANAUM, L;
BAKA, D. et al. Candidal overgrowth in diabetic patients: potential predisposing factors.
Mycoses. 2005; 48: 192-6.

8. BENDOVA, O. The killer phenomenon in yeasts. Folia Microbiol, v.31, n.5, p.422-
33, 1986.

9. BORG, M; RUCHEL, R. Demonstration of fungal proteinase during phagocytosis of
Candida albicans and Candida tropicalis. J Med Vet Mycol, v. 28, n. 1, p. 3-14, 1990.

10. BORG, M; RUCHEL, R. Expression of extracellular acid proteinase by proteolytic
Candida spp. during experimental infection of oral mucosa. Infect Immun, v. 56, n. 3, p.
626-31, 1988.

11. BRASIL- Estudo multicéntrico sobre a prevaléncia do diabetes mellitus no Brasil.
Brasilia- Ministério da Saude - 1991.



86

12. BROWNLEE, M. Glycation and diabetic complications. Diabetes, 43: 836-841, 1994.
13. BROWNLEE, M; CERAMI, A; VLASSARA, H. Advanced glycosylation end
products in tissue and the biochemical basis of diabetic complications. N Engl J Med
1988; 318:1315-21.

13. CASTRO, LA: ALVAREZ, MI;: MARTINEZ E. Pseudomembranous candidiasis
HIV/AIDS patients in Cali, Colombia, Mycopathol. 2013; 175: 95-8.

14. CUTLER, JE. Putative virulence factors of Candida albicans. Ann Rev Microbial,
v. 45, p. 187-218, 1991.

15. DAHLEN, G; WILKSTRON, M. Occurrence of enteric rods, staphylococci and
Candida in subgingival samples. Oral Microbiol Immun, v. 10, n. 1, p. 42-6, 1995.

16. DARRE, L; VERGNES, JN; GOURDY, P; SIXOU, M: Efficacy of periodontal
treatment on glycaemic control in diabetic patients: A meta-analysis of interventional
studies. Diabetes & metabolism 2008; 34:497-506

17. DOROCKA-BOBKOWSKA, B; BUDTZ-JORGENSEN, E; WLOCH, S. Non-
insulindependent diabetes mellitus as a risk factor for denture stomatitis. J Oral Pathol
Med.1996; 25:411-5.

18. FROST, G.I; CSOKA, T; STERN, R. The hyaluronidases: a chemical, biological and
clinical overview. Trends Glycosc Glycolechnol, 1996. v. 8, n. 44, p.419-34.

19. GARCIA-MARTOS, P; GARCIA-AGUDO, R; HERNANDES-MOLINA, IM;
MARIN, P; TARELLO, E; MIRA, J. Identification de leveduras de interés clinico en el
medio de cultivo CHROMagar Candida. Rev Iberoam Micol. 1998. 15 : 131-135.

19. GOLDENBERG P, SCHENKMAN S, FRANCO LJ. Prevaléncia de diabetes mellitus:

diferengas de género e igualdade entre os sexos. Rev Bras Epidemiol.2003; 6(1):18-28.

IBGE. Pesquisa Nacional de Satde 2013: percepcdo do estado de satde, estilos de vida e
doencas cronicas. Brasil, grandes regides e unidades da federacéo. Rio de Janeiro, IBGE,
2014, 180p.

20. SARDI, J; DUQUE, C; MARIANO, F; PEIXOTO, I|; HOFLINGER, J;
GONCALVES, R. Candida spp. in periodontal disease: a brief review. J Oral Sci. 2010
Jun; 52(2):177-185.



87

21. JARVENSIVU, A; HIETANEN, J; RAUTEMAA, R; SORSA, T; RICHARDSON,
M. Candida yeasts in chronic periodontitis tissues and subgingival microbial biolfilms in
vivo Oral Diseases 2004,10,106-12.

22. JAVED, F; KLINGSPOR, L; SUNDIN, U; ALTAMASH, M; KLINGE, B;
ENGSTROM, PE. Periodontal conditions, oral Candida albicans and salivary proteins
in type2 diabetic subjects with emphasis ongender. BMC Oral Health. 2009 May12; 9:12.

23. KADIR, T; PISIRICILER, R; AKYUZ, S; YARAT, A; EMEKLI, N; IPBUKER, A.
Mycological and cytological examination of oral candidal carriage in diabetic patients
and non-diabetic control subjects: thorough analysis of local a etiologic and systemic
factors. J Oral Rehabil. 2002; 29: 452-7.

24. KIGNEL, S; BIRMAN, EG. Aspectos fangicos do cancer bucal. Rev. Bras. Canc.,
v.46, n.3, p.279-282, 2000.

25. KHOSRAVI, A; YARAHMADI, S; BAIAT, M; SHOKRI, H; POURKABIREH, M.
Factors affecting the prevalence of yeasts in the oral cavity of patients with diabetes
mellitus. J Med Mycol. 2008; 18: 83-8.

26. LOE, H. Periodontal disease. The sixth complication of diabetes mellitus. Diabetes
Care 1993; 16: 329-334.

27. MCCOURTIE, J; DOUGLAS, LJ. Relationship between cell surface composition of
Candida albicans and adherence to acrylic after growth on different carbon sources.
Infect Immun 1981, 32(3):1234-41.

28. MANFREDI, M; AI-KARAAWI, Z; MCCULLOUGH, M; HUREL, S; Porter, S. The
isolation, identification and molecular analysis of candidaspp. isolated from the oral

cavities of patients with diabetes mellitus. Oral Microbiol Immunol. 2002; 17: 181-5.

29. MARTINS, CAP; SANTOS, SSF; LOBERTO, JCS; KOGA-ITO, CY; JORGE,
A.O.C. Presenca de Candida spp em pacientes com periodontite cronica. Cienc. Odontol.
Bras, v. 5, n. 3, p. 75-83, 2002.

30. ODDS, MWJ; YEH, CK. Johnson Salivary alterations in type2 (non-insulin-
dependent) diabetes mellitus and hypertension. Community Dentistry and Oral
Epidemiology 2000; 28: 373-81.



88

31. PEIXOTO, ITA; SARDI, JCO; ANIBAL, PC; GONCALVES, RB; HOFLING, JF.
Evidéncias cientificas da colonizacdo de Candida spp. em bolsas periodontais. RFO,
Passo Fundo, maio/ago2010. v. 15, n. 2, p. 177-182.

32. PI1ZZO, G; BARCHIESI, F; FALCONI, DI; FRANCESCO, L; GIULIANA, G;
ARZENI, D; MILICI ME, et al. Genotyping and antifungal susceptibility of human
subgingival Candida albicans isolates. Arch Oral Biol 2002; 47:189-96.

33. RAMS, TE; SLOTS, J. Candida biotypes in human adult periodontitis. Oral
Microbiol Immunol. 1991; 6(3):191-2.

34. REYNAUD, AH; NYGAARD-OSTBY, B; BOYGARD, GK; ERIBE, ER. Yeast in
periodontal pockets. J. Clin Periodontal 2001; 28:860-64.

35. SAMARANAYAKE, LP; MACFARLANE, TW. The adhesion of the yeast Candida
albicans to epithelial cells of human origin in vitro. Arch Oral Biol 1981; 26(10):815-20.

36. SANDBERG, GE; SUNDBERG, HE; FJELLSTROM, CA; WIKBLAD, KF. Type 2
diabetes and oral health: a comparison between diabetic and non-diabetic subjects.
Diabetes Res Clin Pract 2000; 50: 27-34.

SCHMIDT, MI; HOFFMANN, JF; DINIZ, MFS et al. High prevalence of diabetes and
intermediate hyperglycemia — The Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-
Brasil). Diabetol Metab Syndr. 2014 nov; 6(123):1-9.

37. SINGI, G. Fisiologia para odontologia: um guia pratico para o cirurgido-dentista
atender seus pacientes com seguranga. Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan; 2005;
p. 106-108.

38. SLOTS, J; RAMS, TE; LISTGARTEN, MA. Yeasts, enteric rods and pseudomonas
in the subgingival flora of severe adult periodontitis. Oral Microbiol Immunol. 1988;3:
47-52.

39. SOUSA, MG; COSTA, A DE L, RONCALLI, AG. Clinical study of the oral
manifestations and related factor in type 2 diabetics patients. Braz J Otorhinolaryngol.
2011; 77: 145-52

40. SOYSA, N; SAMARANAYAKE, L; ELLEPOLA A. Diabetes mellitus as a
contributory factor in oral candidiasis. Diabet Med. 2006; 23: 455-9.



89

41. SUAREZ, BL; ALVAREZ, MI; DE BERNAL, Matilde and COLLAZOS, Andrés.
Candida species and other yeasts in the oral cavities of type 2 diabetic patients in Cali,
Colombia. Colomb. Med. [online]. 2014, vol.44, n.1, pp.26-30. ISSN 1657-9534.

42. TEKELI A, DOLAPCI I, EMRAL R, CESUR S. Candida carriage and Candida
dublinienis in oropharyngeal samples of type-1 diabetes mellitus patients. Mycoses. 2004;
47: 315-8.

43. URZUA, B; HERMOSILLA, G; GAMONAL, J; MORALES-BOZO, I; CANALS,
M; BARAHONA, S. et al. Yeast diversity in the oral microbiota of subjects bwith
periodontitis. Candida albicans and Candida dubliniensis colonize the periodontal
pockets. Med Mycol. 2008;46:783-93.

44, VARELLIS, MLZ. O paciente com necessidades especiais na odontologia: manual
pratico. Sdo Paulo: Editora Santos; 2005. 13, 239-52.

45. WEHBA, C; RODRIGUES, AS; SOARES, FP. Diabetes e doenca periodontal: uma
relacdo bidirecional. In: Brunette CM. Periodontia Médica: Uma abordagem integrada.
Séo Paulo: Senac, 2004. pp. 172-95.

46. WILSON, RM; REEVES, WG. Neutrophil phagocytosis and killing in insulin-
dependent diabetes. Clin Exp Immunol 1986; 63:478-84.

ALMEIDA, OP; SCULLY, P. Fungal infections of the mouth. Braz J Oral Sci, v. 1, p.
19-26, 2002.

ALVES, C; ANDION, J; BRANDAO, M; MENEZES, R. Mecanismos patogénicos da
doenca periodontal associada ao diabetes melito. Arq Bras Endocrinol Metab [online].
2007, vol.51, n.7, pp. 1050-1057. ISSN 0004-2730.

AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY. Types of Gum Disease.
Disponivel em: http://www.perio.org/consumer/2a.html Acesso em: 27 fevereiro de
2015.



http://www.perio.org/consumer/2a.html

90

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Diagnosis and classification of diabetes
mellitus. Position statement. Diabetes Care. Alexandria, v. 33, suppl. 1, p. 62-69, Jan.
2010.Suppl. 1

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Diagnosis e classification of Diabettes
Melittus. Diabetes care. 2013; 36(1): S67-74.

ANGIOLELLA, L; STRINGARO, AR; DE BERNARDI,SF; POSTERARO, B;
BONITO, M; TOCCACIELLI, L. et al. Increase of virulence and its phenotypic traits in
drugresistant strains of Candida albicans. Antimicrob Agents Chemother 2008;
52(3):927-36.

ARSLAN, S; KOC, AN; SEKERCI, AE; TANRIVERDI, F; SAV, H; AYDEMIR, G;
DIRI, H. Genotypes and virulence factors of Candida species isolated from oralcavities
of patients with type 2 diabetes mellitus.Turk J Med Sci (2016) 46(1):18-27.
http://dx.doi.org/10.3906/sag-1405-73

BARBOSA, VS; GOMES, VP; PETILLO, CR; CANABARRO, A. Presenca de Candida
sp. em sitios doentes e saudaveis em pacientes com Periodontite Cronica. Rev. Assoc.
Paul. Cir. Dent. 2014,vo0l.68, n.2, pp. 160-164. ISSN 0004-5276.

BARRETO DE OLIVEIRA, MT. Leveduras isoladas da mucosa bucal de portadores
sadios, pacientes com SIDA e neoplasias. Producdo de exoenzimas e tipagem de amostras
de C. albicans. S. Paulo, 1993.107f. ICB-USP. S. Paulo, 1993.

BARROS, LM et al. Genetic diversity and exoenzyme activities of C. albicans and C.
dubliniensis isolated from the oral cavity of Brazilian periodontal patients. Arch Oral
Biol 2008; 53:1172-8.

BARROS, LM. Ocorréncia de Candida albicans e Candida dubliniensis em sitios
subgengivais e nas mucosas da cavidade bucal: genotipagem por RAPD e atividade
enzimatica de aspartil proteinases e fosfolipases. / Letizia Monteiro de Barros. --
Piracicaba, SP. [s.n.], 2005.

BASCONES-MARTINEZ, A. et al. Host defence mechanisms against bacterial
aggression in periodontal disease: Basic mechanisms. Med Oral. Patol Oral. Cir Bucal.
Madri, v. 14, n. 12, p. 680-5, Dec. 2009.


http://dx.doi.org/10.3906/sag-1405-73

91

BASCONES-MARTINEZ, A. et al. Periodontal disease and diabetes-Review of the
Literature. Med Oral. Patol Oral. Cir Bucal. Madri, v. 16, n. 6, p. 722-9, Jan. 2011.

BELAZI, M; VELEGRAKI, A; FLEVA, A; GIDARAKOU, I; PAPANAUM, L; BAKA,
D. et al. Candidal overgrowth in diabetic patients: potential predisposing factors.
Mycoses; 48:192-6, 2005

BORGNAKKE, WS; YLCOSTALO, PV; TAYLOR, GW; GENCO, RJ. Effect of
periodontal disease on diabetes: systematic review of epidemiologic observational
evidence. Journal of Periodontology April 2013, Vol. 84, No. 4-s, pages S135-S152
http://doi:10.1902/jop.2013.1340013

BRANDAO, DFLMO; SILVA, APG; PENTEADO, LAM. Relacdo Bidirecional entre
Doenca Periodontal e Diabetes mellitus. Odontol. Clin-Cient. Recife, v. 10, n. 2, p.
117120, jun. 2011.

BRASIL- Projeto SB Brasil 2003: condicdes de satude bucal da populacgéo brasileira 2002
— 2003: resultados principais/ Ministério da Salde, Secretaria de Atencdo a salde,

Departamento de Atencdo Basica. Brasilia: Ministério da Saude; 2004.

BREMENKAMP, RM et al. Prevalence and antifungal resistance profile of Candida spp.
oral isolates from patients with type 1 and 2 diabetes mellitus. Arch Oral Biol.
2011;56:549-55.PMid:21183157. http://dx.doi.org/10.1016/j.archoralbio.2010.11.018

BRONDANI, MA; BRONDANI, AR; BOS, AJG. Diabete e periodontite: a hora e a vez
da medicina periodontal, J Bras Med, v. 82, n. 1 e 2, p. 32-4, jan/fev. 2002.

BROWNLEE, M. Glycation and diabetic complications. Diabetes, 43: 836-841, 1994.
BROWNLEE, M; CERAMI, A; VLASSARA, H. Advanced glycosylation end products
in tissue and the biochemical basis of diabetic complications. N Engl J Med
1988;318:1315 21.

CALDERONI, RA; FONZI, WA. Virulence factors of Candida albicans. Trends in
Microbiology 2001; 9(7):327-35.

CANDIDO, RC. C. albicans: marcadores epidemiolégicos em amostras isoladas de
diferentes materiais bioldgicos. SdoPaulo, 1991, 167f. EPM. S. Paulo, 1991.


http://dx.doi.org/10.1016/j.archoralbio.2010.11.018
http://dx.doi.org/10.1016/j.archoralbio.2010.11.018

92

CARLSTEDT, K; KREKMANOVA, L; DAHLLOF, G; ERICSSON, B; BRAATHEN,
G; MODEER, T. Oral carriage of Candida species in children and adolescents with
Down’s syndrome. Int J Pediatr Dent 1996; 6(2):95-100.

CARRANZA: Periodontia Clinica. 10.ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2007

CASARIN, RC. et al. Subgingival biodiversity in subjects with uncontrolled type-2
diabetes and chronic periodontitis. J Periodontal Res. 2013 Feb;48(1):30-6. http://doi:
10.1111/j.1600-0765.2012.01498.x  Epub 2012 Jul 4.

CELESTE, RK; FRITZELL, J; NADANOVSKY, P. The relationship between levels of
income inequality and dental caries and periodontal diseases. Cad Saude Publica.
2011;27(6):1111-20. http://d0i:10.1590/S0102-311X2011000600008 ISSN 2178-0595

CHADEGANIPOUR, M; SHADZI, S; DEHGHAN, P; BIJARY, J. The incidence of
opportunistic fungi in patients suspected of tuberculosis. Mycoses 43: 269-272, 2000.

CHALUB, LLF; PERET, ACA. Performance of the community periodontal index (CPI)
on periodontal status determination: focus on partial recording. Arqu bras odontol
2010;6(3):155-62

COLOMBO, AL; GUIMARAES, T. Epidemiologia das infec¢cbes hematogénicas por
Candida spp. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 36: 599-607,
2003.

CONSOLARO, MEL. et al. Vulvovaginal candidiasis is associated with the production
of germ tubes by Candida albicans. Mycopathologia, v. 159, p. 501-7, 2005.

CORREA, FOB. et al. Effect of periodontal treatment on metabolic control, systemic
inflammation and cytokines in patients with type 2 diabetes. J. Clin Periodontol.
Malden, v. 37, n. 1, p. 53-58, Jan. 2010.

COSTA, CR. Fatores de viruléncia de isolados de Candida de pacientes
imunocomprometidos: caracterizagdo molecular de Candida albicans suscetiveis e

resistentes ao fluconazol. Tese de Doutorado, Goiania, 2009.

9. COSTA, KRC; FERREIRA, JC; KOMESU, MC; CANDIDO, RC. Candida albicans
and Candida tropicalis in oral candidosis: quantitative analysis, exoenzyme activity, and

antifungal drug sensitivity. Mycopathologia 167: 73-79, 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casarin%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22762355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22762355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22762355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22762355
http://doi:10.1590/S0102-311X2011000600008

93

DAHLEN, G; WIKSTROM, M. Occurrence of enteric rods, staphylococci and Candida
in subgingival samples. Oral Microbiol Immunol. 1995 Feb;10(1):42-6.

DAMBROSO, D. et al. Radiotherapy effect on frequency of Candida spp. and on
virulence of C. albicans isolated from the oral cavity of head and neck cancer patients.
Rev Ciénc Farm Basica e Apl, 2009; v. 30, p. 25-32.

DARBY, I; CURTIS, M. Microbiology of periodontal disease in children and young
adults. Periodontol 2000. 2001;26(1):33-53

DARWAZEH, AMG; LAMEY, PJ; SAMARANAYAKE, LP; MAC-FARLANE, TW;
FISHER, BM; MACRURY, SM. et al. The relationship between colonisation, secretor
status and in vitro adhesion of Candida albicans to buccal epithelial cells from diabetics.
J Med Microbiol 1990;33:43-9.

D’AUTIO, F; SABBAH, W; NETUVELI, G; DONOS, N; HINGONARI, AD;
DEANFIELD, J; TSAKOS, G. Association of the metabolic syndrome with severe
periodontitis in a large U.S. population-based survey. J Clin Endocrinol Metab 2008;
93(10):3989-94. http://dx.doi.org/10.1210/jc.2007-2522

DAVIES, AN; BRAILSFORD, S; BROADLEY, K; BEIGHTON, D. Oral yeast carriage
in patients with advanced cancer. Oral Microbiol Immunol 2002; 17(2):79-84.
DAVIES, M; STORMS, F; SHUTLER, S; BIANCHI-BISCAY, M; GOMIS, R;
ATLANTUS STUDY GROUP. Improvement of glycemic control in subjects with poorly
controlled type 2 diabetes: comparison of two treatment algorithms using insulin
glargine. Diabetes Care. 2005 Jun;28(6):1282-8.

DE BERNARDIS, F; SULLIVAN, PA; CASSONI, A. Aspartyl proteinases of Candida
albicans and their role in pathogenicity. Med Mycol 39: 303-313, 2001.

D'ECA JUNIOR, A. et al. In vitro differential activity of phospholipases and acid
proteinases of clinical isolates of Candida. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. [online].
2011,vol.44,n.3,pp.334-338. hitp://dx.doi.org/10.1590/S0037-

DIGNANI, MC; SOLOMKIN, JS; ANAISSIE, E. Candida. In: ANAISSIE, E;
MCcGINNIS, MR; PFALLER, MA. (Ed.). Med mycology. 1. ed. Philadelphia: Churchill
Livingstone, 2003. p. 195-239.


http://dx.doi.org/10.1210/jc.2007-2522
http://dx.doi.org/10.1210/jc.2007-2522
http://dx.doi.org/10.1210/jc.2007-2522
http://dx.doi.org/10.1210/jc.2007-2522
http://dx.doi.org/10.1590/S0037-

94

DINIZ, MG. Identificacdo e fatores de viruléncia de Candida spp. isoladas da cavidade
bucal de transplantados renais do Hospital Universitario Onofre Lopes em Natal, Rio
Grande do Norte. Tese de mestrado, Natal, 2011.

DOROCKA-BOBKOWSKA, B; BUDTZ-JORGENSEN, E; WLOCH, S. Noninsulin-
dependent diabetes mellitus as a risk factor for denture stomatitis. J Oral Pathol Med
1996;25:411-5.

DOUGLAS, CR. Patofisiologia oral: fisiologia normal e patolégica aplicada a
Odontologia e Fonoaudiologia. Sdo Paulo: Pancast; 1988. 288 p.

DOUGLAS, JL. Candida biofilms and their role in infection. Trends in Microbiol, v.
11, p. 30-6, 2004.

DUARTE, MT. Diabetes aumenta risco de doenga periodontal. Rev. Abo Nac. 2000
ago/set 8 (4).

DUNNE, WM. Bacterial adhesion: seen any good biofilms lately? Clin Microbiol, v.
15, p. 155-66, 2003.

EICK, S; PIETKIEWICZ, M; SCULEAN, A. Oral microbiota in Swiss adolescentes.
Clin Oral Invest. 2012. http://dx.doi.org/10.1007/s00784-012-0696-2
ENGEBRETSON, SP; HEY-HADAVI, J; EHRHARDT, FJ. et al. Gingival crevicular
fluid levels of interleuin-1 and glicemic control in patients with chronic periodontitis
and type 2 diabetes. J Periodontol 2004 Sept; 75(9): 1203-8.

FAVERO, D. Fator hemolitico em Candida tropicalis. Londrina, 2008. Dissertacdo
(mestrado) — Programa de p6s-graduacdo em Microbiologia da Universidade Estadual de
Londrina.

FIELD, CA; GIDLEY, MD; PRESHAW, PM; JAKUBOVICS, N. Investigation and
quantification of key periodontal pathogens in patients with type 2 diabetes. J.
Periodontal Res. 2012 Aug;47(4):470-8. doi:10.1111/5.1600-
0765.2011.01455.x.Epub2012Jan3

FIGUEIREDO, MC; PARRA, SLN. Aspectos normais da membrana periodontal e 0sso
alveolar. 2002. Disponivel em: URL: http://www.odontologia.com.br/

FOTEDAR, R; AL-HEDAITHY, SSA. Comparison of phospholipase and proteinase
activity in  Candida albicans and C. dubliniensis. Mycoses, 48: 62-67
http://dx.doi.org/10.1111/].1439-0507.2004.01057.x



http://dx.doi.org/10.1007/s00784-012-0696-2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Field%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Field%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gidley%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gidley%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Preshaw%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Preshaw%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubovics%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubovics%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22220967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22220967
http://www.odontologia.com.br/
http://dx.doi.org/10.1111/j.1439-0507.2004.01057.x

95

FURLANETO-MAIA, L. etal. In vitro evaluation of putative virulence attributes of oral
isolates of Candida spp. obtained from elderly healthy individuals. Mycopathologia, v.
166, p. 209-17, 2008.

GARCIA-MARTOS, P; GARCIA-AGUDO, R; HERNANDES-MOLINA, JM; MARIN,
P; TARELLO, E; MIRA, J. ldentification de leveduras de interés clinico en el medio de
cultivo CHROMagar Candida. Rev Iberoam Micol 15 : 131-135, 1998.

GARCIA, SM. et al. "Secular Trends of Candidemia in a Large Tertiary-Care Hospital
From 1988 to 2000: Emergence of Candida Parapsilosis.” Infection Control and Hospital
Epidemiology 26.6 (2005): 548-52.

GHANNOUM, MA; ABU-ELTEEN, KH. Pathogenicity determinants of Candida.
Mycoses, 33: 265-282, 1990.

GIOLO, MP; SVIDZINSKI, TI. Fisiopatogenia, epidemiologia e diagnostico laboratorial
da candidemia. J. Bras. Patol. Med. Lab. [online]. 2010, vol.46, n.3, pp. 225-234. ISSN
1676-2444.

GOMES-FILHO, IS. et al. Comparacéo de critérios que determinam o diagnostico clinico
da doenga periodontal. Rev. Odonto. Ciénc. Porto Alegre, v. 21, n. 51, p. 77-81, Mar.
2006.

GOMES-FILHO, IS. et al. Exposure measurement in the association between periodontal
disease and prematurity/low birth weight. J. Clin. Periodontol. Malden, v. 34, n. 11, p.
957- 963, Oct. 2007.

LIMA NETO, RG; NEVES, RP. Capacidade de aderéncia as células epiteliais da cavidade
oral e perfil histoquimico de culturas de Candida estocadas na Micoteca URM.

Universidade Federal de Pernambuco, 2007.

GREGHI, SLA; BRITO, MCT; OLIVEIRA, MR; GUIMARAES, MCM. Relagio entre
diabetes mellitus e doenca periodontal. Rev. APCD 2002;56(4):265-9.

GROSS, JL. et al. Diabetes Melito: Diagnostico, Classificacdo e Avaliacdo do Controle
Glicémico. Arg Bras Endocrinol Metab. [online]. 2002, vol.46, n.1, pp. 16-26. ISSN
0004-2730.



96

GUIMARAES, GK; MEIRELES, SS; MARQUES, MS; COSTA, LJ. Condigdes
periodontais em portadores de diabetes melittus tipo 2 atendidos na Universidade Federal
da Paraiba. Odonto Ciéncia 2007;22(56):124-30.

HAGEWALD, S; BERNIMOULIN, JP; KOTTGEN, E; KAGE, A. Salivary IgA
subclasses and bacteria-reactive IgA in patients with aggressive periodontitis. J.
Periodontol Res. 2002; (37):333-9.

HAKKI, M; STAAB, JF; MARR, KA. “Emergence of a Candida Krusei Isolate with
Reduced Susceptibility to Caspofungin during Therapy.”Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 50.7 (2006): 2522—-2524. http://doi.org/10.1128/AAC.00148-06

HAMZA, OJM; MATEE, MIN; MOSHI, MJ; SIMON, ENM; MUGUSI, F; MIKX,
FHM; HELDERMAN, WHP; RIS, AIMM; VEM, AJAM; VERWELIJ, PE. Species
distribution and in vitro antifungal susceptibility of oral yeast isolates from Tanzanian
HIV-infected patients with primary and recurrent oropharyngeal candidiasis. BMC
Microbiology 8: 135-144, 2008.

HANNULA, J; SAARELA, M; DOGAN, B; PAATSAMA, J; KOUKILA-KAHKOLA,
P; PIRINEN, S. et al. Comparison of virulence factors of oral Candida dubliniensis and
Candida albicans isolates in healthy people and patients with chronic candidosis. Oral
Microbiol Immunol 2000; 15(4):238-44.

HANNULA, J; DOGAN, B; SLOTS, J; OKTE, E; ASIKAINEN, S. Subgingival strains
of Candida albicans in relation to geographical origin and occurrence of periodontal
pathogenic bacteria. Oral Microbiol Immunol. 2001 Apr;16(2):113-8.

HAYNES, K. Virulence in Candida species. Trends in Microbiol 2001; 9(12):591- 6.

HERRING, ME; SHAH, SK. Periodontal disease and control of diabetes mellitus. J Am
Osteopath Assoc. 2006;106:416-21.

HOLMES, AR; NIIMI, M; GIRGIS, JM; BOYD, DH; CANNON, RD. Antifungal drug
susceptibilities of commensal Candida isolates. N Z Dent J. 2002 Jun;98(432):36-9.

HUBE, B; NAGLIK, J. Candida albicans proteinases: resolving the mystery of a gene
family. Microbiology 2001; 147:1997-2005.


http://doi.org/10.1128/AAC.00148-06

97

IBGE- Pesquisa Nacional de Saude 2013: percepcéo do estado de salde, estilos de vida e
doencgas cronicas. Brasil, grandes regides e unidades da federacdo. Rio de Janeiro, IBGE,
2014, 180p.

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION (IDF). Diabetes Atlas. 5th edition.

Brussels: International Diabetes Federation; 2012.

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION. IDF Diabetes Atlas [Internet]. 6a ed.
Brussels: International Diabetes  Federation,  2014. Disponivel  em:
http://www.idf.org/diabetesatlas Acesso em: 19/09/2016.

JABRA-RIZK, MA; FERREIRA, SM; SABET, M; FALKLER, WA; MERZ, WG;
MEILLER, TF. Recovery of Candida dubliniensis and other yeasts from human
immunodeficiency virus associated periodontal lesions. J. Clin. Microbiol.
2001;39(12):4520-2.

JANKET, SJ. et al. Does periodontal treatment improve glycemic control in diabetic
patients? A meta-analysis of intervention studies. J. Dent. Res. Alexandria, v. 84, n. 12,
p. 1154-1159, Dec. 2005.

JARVENSIVU, A; HIETANEN, J; RAUTEMAA, R; SORSA, T; RICHARDSON, M.
Candida yeasts in chronic periodontitis tissues and subgingival microbial biofilms in
vivo. Oral Dis. 2004;10(2):106-12

JAVED, F; KLINGSPOR, L; SUNDIN, U; ALTAMASH, M; KLINGE, B;
ENGSTROM, PE. Periodontal conditions, oral Candidaalbicans and salivary proteins in
type2 diabetic subjects with emphasis ongender. BMC Oral Health. 2009 May12;9:12.

JONES, DS; MCGOVERN, JG; ADAIR, CG; WOOLFSON, AD; GORMAN, SP.
Conditioning film and environmental effects on the adherence of Candida spp. to silicone
and poly (vinylchloride) biomaterials. J Mater Sci Mater Med. 2001 May;12(5):399-
405.

KAMMA, JJ; NAKOU, M; BAEHNI, PC. Clinical and microbiological characteristics
of smokers with early onset periodontitis. J Periodontal Res. 1999; 34(1):25-33.

KANTARCIOGLU, AS; YUCEL, A. Phospholipase and protease activity in clinical

Candida isolates with reference to the sources of strains. Mycoses 5: 160-165, 2002.


http://www.idf.org/diabetesatlas

98

KAPP, JM; BOREN, SA; YUN, S; LEMASTER, J. Diabetes and tooth in a national
sample of dentate adults reporting annual dental visits. Center for disease Control and
Prevention 2007;4(3):1-8.

KATZ, J; CHAUSHU, G; SGAN-COHEN, HD. Relationship of blood glucose level to
community periodontal index of treatment needs and body mass index in a permanent
isaeli military population, J Periodontol. 2000; 71: 1521-1527.

KAWAMURA, JY. Avaliacdo clinica, radiografica e imunohistoquimica da doenca
periodontal em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 1. [Dissertacdo de

mestrado]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, 2002.

KAWECK]I, D. et al. Enzimatic variability of Candida krusei isolates in a course of fungal
infection in a liver transplant recipient. Transplant Proc. 39(1), 250-2, jan./fev., United
States, 2006

KARKOWSKA-KULETA, J; RAPALA-KOZIK, M; KOZIK, A. Fungi pathogenic to
humans: molecular bases of virulence of Candida albicans, Cryptococcus neoformans
and Aspergillus fumigatus. Acta Biochim Pol. 2009;56(2):211-24. Epub 2009 Jun 18.

KHAN, MSA. et al. Virulence and Pathogenicity of Fungal Pathogens with Special
Reference to Candida albicans. Combating Fungal Infections. In: AHMAD, 1., et al.

Combating Fungal Infection: problems and remedy. Berlin: Springer, 2010. p.21 - 45.

KHAW, K; WAREHAM, N; LUBEN, R; BINGHAM, S; OAKES, S; WELCH, A;
NICHOLAS DAY, N. Glycated haemoglobin, diabetes, and mortality in men in Norfolk
cohort of European Prospective Investigation of Cancer and Nutrition (EPIC-Norfolk)
BMJ 2001;322:1-6

KHOSRAVI, AR; YARAHMADI, S; BAIAT, M; SHOKRI, H; POURKABIREH, M.
Factors affecting the prevalence of yeasts in the oral cavity of patients with diabetes
mellitus. J Mycol Med. 2008; 18:83-8.

KIMURA, HL; PEARSALL, NN. Adherence of Candida albicans to human buccal
epithelial cells. Infect Imunn. 1978; 21:64-68.

KLOTZ, SA; SMITH, RL. A fibronectin receptor on C. albicans mediates adherence of
the fungus to extracellulat matrix. J. Infec. Dis., 163: 604-610, 1991.



99

KOMIYAMA, EY; SANTOS, SSF; JORGE, AOC; MARTINS, CAP; KOGA-ITO, CY.
Producdo de exoenzimas por amostras de Candida albicans isoladas de pacientes com
periodontite cronica e individuos-controle. Revista de Odontologia da Universidade
Cidade de Séo Paulo 2007 set-dez; 19(3):288-92.

KREGEN-VAN, R1J. The yeast: a taxonomic study. Amsterdam, Elsevier, 1984.1082p.

KUMAMOTO, CA; VINCES, MD. Contributions of hyphae and hyphae-co-regulated
genes to Candida albicans virulence. Cell Microbiol., v. 7, p. 1546-54, 2005.

KUMAR, G; KUMAR, SJ; MENON, T. Phospholipase and proteinase activities of
clinical isolates of Candida from immunocompromised patients. Mycopathologia, v.
161, p. 213-8, 2006.

KUMAR, PS; GRIFFEN, AL; MOESCHBERGER, ML; LEYS, EJ. ldentification of
candidate periodontal pathogens and beneficial species by quantitative 16S clonal
analysis. J Clin Microbiol. 2006 Aug;43(8):3944-55.

LACAZ, CS; PORTO, E; MARTINS, JEC. Micologia Médica — Fungos, actinomicetos
e algas de interesse medico. 8. ed. S&o Paulo: Sarvier, 1991. 695p.

LACAZ, CS. et al. Tratado de micologia médica: LACAZ. So Paulo: Sarvier, 2002. p.
34, 125.

LIMA, AFM. et al. Therapy with adjunctive doxycycline local delivery in patients with
type 1 diabetes mellitus and periodontitis. J. Clin. Periodontol. Chicago, v. 31, n. 5, p.
648- 653. May 2004.

LINDHE, J; KARRING, T; LANG, NP. Tratado de periodontia clinica e implantologia

oral. 4a ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2005.

LIU, D; COLOE, S; JONES, SL; BAIRD, R; PEDERSEN, J. Genetic speciation of
Candida isolates by arbitrarily primed polymerase chain reaction. J Fems Microbiol
Lettbb 1996; 145(1):23- 6.

LORENZO, JL. Microbiologia para o estudante de Odontologia. Sdo Paulo: Editora
Atheneu, 2004.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16081935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16081935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16081935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16081935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16081935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16081935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16081935

100

LUO, G; SAMARANAYAKE, LP; YAU, JYY. Candida species exhibit differential in
vitro hemolytic activities. J Clin Microbiol, v. 1, p. 2971-4, 2001.

LUO, G. et al. Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) detection of
HPL gene expression in Candida glabrata and its possible role in in vitro haemolysin
production. APMIS, v.112, p. 283-90, 2004.

LYON, JP; RESENDE, MA. Correlation between adhesion, enzyme production, and
susceptibility to fluconazole in Candida albicans obtained from denture wearers. Oral
Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Endodontol. V.102, n.5, p.632-638, 2006.

LYON, JP; DE RESENDE, MA. Evaluation of adhesion to buccal epithelial cells in
Candida species obtained from denture wearers after exposure to fluconazole. Mycoses.
2007 Jan: 50 (1):21-4. PMID: 17302743.

MACCARINELLI, G; BELOTTI, R; SAVOLDI, E; GERVASONI, M; COCCHI, D.
Phagocytosis and killing of C. albicans of polymorphonuclear cells in patients with organ
transplant or periodontal disease. Minerva Stomatol 2001; 50(11/12): 345-9.

MACEDO, DPC; FARIAS, AMA; NETO, RGL; SILVA, VKA; ANDRE FERRAZ
GOIANA LEAL, AGG; NEVES, RP. Infeccdes oportunistas por leveduras e perfil
enzimatico dos agentes etiologicos. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical  42(2):188-191, mar-abr,  2009.  http://dx.doi.org/10.1590/S0037-
86822009000200019.

MACHADO, AG; KOMIYAMA, EY; SANTOS, SS; JORGE, AO; BRIGHENTI, FL;
KOGA-ITO, CY. In vitro adherence of Candida albicans isolated from patients with
chronic periodontitis. J Appl OralSci. 2011 Aug:19(4):384-387

MADEIRO, AT; BANDEIRA, FB; FIGUEIREDO, CRLV. A estreita relacdo entre
diabetes e doenca periodontal inflamatoria. Odontologia Clin.-Cientif., Recife, 4 (1): 07-
12, jan/abr., 2005.

MANFREDI, M; AL-KARAAWI, Z; MCCULLOUGH, MJ; HUREL, S; PORTER, SR.
The isolation, identification and molecular analysis of Candida spp. isolated from the
oral cavities of patients with diabetes mellitus. Oral Microbiol Immunol: 17: p.181-
185. @ Blackwell Munksgaard, 2002.



101

MANGAN, D; SELWITZ, RH; GENCO, R. Infections associated with diabetes mellitus.
N Engl J Med, v.342, p.896, 2000.

MANNS JM; MOSSER DM; BUCKLEY HR. Production of a hemolytic factor by
Candida albicans. Infect and Immun, v. 62, p. 5154-6, 1994.

MANSOUR AA, ABD-AL-SADA N. Periodontal disease among diabetics in Irag. Med
Gen Med. 2005;7(3):2. ClipeOdonto -UNITAU 2013;5(1):65--_71. Disponivel em

periodicos.unitau.br

MARASCHIN JF; MURUSSI N; WITTER V; SILVEIRO SP. Classificacdo do diabete
melito. Arg. Bras. Cardiol. [online]. 2010, vol.95, n.2, pp. 40-46. ISSN 0066-782X.

MARDEGAN RC; FOGLIO MA; GONCALVES RB; HOFLING JF. Candida albicans
proteinases. Braz J Oral Sci. 5(16), 944-952, jan-mar, 2006.

MARIANO, FS. et al. The role of immune system in the development of periodontal
disease: a brief review. R. Odonto. Ciénc., Porto Alegre, v. 25, n. 3, p. 300-305, Aug.
2010.

MARIN PN, RODRIGUEZ LJ, GUILLEN PJA, CASTILLO VJF, SIERRA HFG. Efecto
del control metabolico en pacientes diabéticos tipo 1 y su asociacion con enfermedad
periodontal. Rev Invest Clin. 2002;54(3):218-25.

MARTINS CAP, SANTOS SSF, LOBERTO JCS, KOGA-ITO CY, JORGE AOC.
Presenca Candida spp. em pacientes com periodontite cronica. Cienc Odontol Bras.
2002;5(1):75-83

MASUOKA J, WU G, GLEE PM, HAZEN KC. Inhibition of Candida albicans
attachment to extracellular matrix by antibodies which recognize hydrophobic cell wall
proteins. FEMS Immunol Med Microbiol. 1999; 24:421-9.

MATTEI AS, ALVES SH, SEVERO CB, GUAZZELLI LS, FLAVIO DE MATTOS
OLIVEIRA FM, SEVERO LC. Determination of germ tube, phospholipase, and
proteinase production by bloodstream isolates of Candida albicans. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical 46(3):340-342, May-Jun, 2013
http://dx.doi.org/10.1590/0037-8682-0045-2013

MATHERS CD, LONCAR D. Projecdes da mortalidade mundial e carga da doenca de
2002 a 2030. PLoS Med 2006, 3 (11): E442.


http://dx.doi.org/10.1590/0037-8682-0045-2013

102

MATIELLO, AN. Doenga Periodontal. 1998. Disponivel em: URL:

http://www.saudevidaonline.com.br/odontonline/gengil.htm

MATIELLO-ROSA, GONCALVES SM; CINTRA, PFA.; LIMA, GEG.; PINTO, K NZ,
COHEN, M; PIMENTEL, ER. Glycosaminoglycan loss from cartilage after Anterior
Cruciate Ligament rupture: influence of time since rupture and chondral injury, 03/2008,
Revista Brasileira de Fisioterapia,Vol. 12, Fac. OnLine, pp.64-69, Sdo Carlos, SP,
Brasil, 2008.

MATTHEWS RC. Pathogenicity determinants of C. albicans: potencial targets for
immunotherapy? Microbiology, v.140, p. 1505-1511, 1994.

MATTSON JS, CERUTIS DR. Diabetes mellitus: a review of the literature and dental
implications. Compend Contin Educ Dent. 2001 Sep;22(9):757-60, 762, 764 passim; quiz
773

MEALEY, B. L. Diabetes and periodontal disease: two sides of a coin. Compend. Contin.
Educ. Dent., Texas, v.21, n. 11, p. 943-946, Nov. 2000.

MEALEY, BL.; OATES, TW. American Academy of Periodontology. Diabetes mellitus
and periodontal diseases. J. Periodontol., Chicago, v. 77, n. 8, p. 1289-303, Aug. 2006.

MENEZES, EA et al. Frequiéncia e atividade enzimatica de Candida spp. na cavidade oral
de pacientes diabéticos do servigo de endocrinologia de um hospital de Fortaleza-CE. J.
Bras. Patol. Med. Lab. [online]. 2007, vol.43, n.4, pp. 241-244. ISSN 1676-2444

MENEZES RP. Avaliacdo da frequéncia, atividade enzimatica e sensibilidade a
antifingicos de leveduras do género Candida isoladas da cavidade bucal de pacientes
portadores do HIV. Universidade Federal De Uberlandia, 2014.

MERKEL GJ, SCOFIELD BA.(1997). The in vitro interactionof Cryptococcus
neoformans withhumanlungepithelialcells. FEMS Immunol.Med.Microbiol. 19, 203—
213.

MINISTERIO DA SAUDE, 2016. http://hiperdia.datasus.gov.br/hiperelhiperrisco.asp
MIRZA BA, SYED A, IZHAR F, ALI KHAN A. Bidirectional relationship between
diabetes and periodontal disease: review of evidence. J Pak Med Assoc. 2010; 60:766-
8. PMid:21381588.



http://www.saudevidaonline.com.br/odontonline/gengi1.htm
http://hiperdia.datasus.gov.br/hiperelhiperrisco.asp

103

NAGLIK J, ALBRECHT A, BADER O. & HUBE B. (2004). Candida albicans
proteinases and host/ pathogen interactions. Cell Microbiol. 6, 915-926.

NAGLIK, J. R.; CHALLACOMBE, S. J.; HUBE, B. Candida albicans Secreted Aspartyl
Proteinases in Virulence and Pathogenesis. Microbiology and Molecular Biology
Reviews, 67(3), 400-428, 2003. http://doi.org/10.1128/MMBR.67.3.400-428.2003

NASSAR, H.; KANTARCI, A.; VAN DYKE, T. E. Diabetic periodontitis: a model for
activated innate immunity and impaired resolution of inflammation. Periodontol. 2000.,
Malden, v. 43, n. 1, p. 233-244, Feb. 2007.

NEGRI, M. et al. Examination of potential virulence factors of Candida tropicalis

clinical isolates from hospitalized patients. Mycopathologia, v. 169, p. 175-82, 2010.

NELSON RG. Periodontal disease and diabetes. Oral Dis. 2008; 14:204-5.
PMid:18336371 http://dx.doi.org/10.1111/j.1601-0825.2008.01443.x

NETEA, M. G.; BROWN, G. D.; KULLBERG, B. J.; GOW, N. A. An integrated model
of the recognition of Candida albicans by the innate immune system. Nature Reviews
Microbiology, London, v. 6, n. 1, p. 67—78, 2008.

NIEWERTH M, KORTING HC. Phospholipases of Candida albicans. Mycoses, 2001
Nov; 44(9-10): 361-7.

NIKAWA H, HAMADA T, YAMAMOTO T. Denture plaque-past and recent concerns.
J Dent. 1998; 26(4):299-304.

NIKAWA H, EGUSA H, MAKIHIRA S, OKAMOTO T, KURIHARA H, SHIBA H, et
al. An in vitro evaluation of the adhesion of Candida species to oral and lung tissue cells.
Mycoses 2006; 49:14-7.

NOBILE JC. et al. Complementary adhesin function in C. albicans biofilm formation.
Curr Biol, v. 18, p. 1017-24, 2008.

NOEL, THIERRY et al. “Flucytosine-Fluconazole Cross-Resistance in Purine-Cytosine

Permease-Deficient Candida Lusitaniae Clinical Isolates: Indirect Evidence of a


http://doi.org/10.1128/MMBR.67.3.400-428.2003
http://dx.doi.org/10.1111/j.1601-0825.2008.01443.x

104

Fluconazole Uptake Transporter.” Antimicrobial Agents and Chemotherapy 47.4 (2003):
1275-1284. http://doi.org/10.1128/AAC.47.4.1275-1284.2003

O’CONNELL, P. A. A. et al. Effects of Periodontal Therapy on Glycemic Control and
Inflammatory Markers. J. Periodontol. Chicago, v. 79, n. 5, p. 774-783, May 2008.

ODDS, FC, ABBOT, AB. A simple system for the presumptive identification of Candida
albicans and differentiation of strains within the species. Sabouraudia, v.18, p.301-17,
1980.

ODDS FC. Pathogenesis of Candida infection. J American Academic Dermatol, v. 31,
p. 2-5, 1994,

OKSUZ S, SAHIN I, YILDIRIM M ET AL. Phospholipase and proteinase activities in
diff erent Candida species isolated from anatomically distinct sites of healthy adults. Jpn
J Infect Dis. 60: 280-283, 2007.

OLIVEIRA EE, SILVA SC, SOARES AJ, ATTUX C, CRUVINEL B, SILVA MRR
Toxinas killer e producéo de enzimas por Candida albicans isoladas da mucosa bucal de
pacientes com cancer. Rev. Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 31(6):523527,
nov-dez, 1998.

OLIVEIRA, LF, SANTOS JAOC, FERREIRA SS. In vitro minocycline activity on
superinfecting microorganisms isolated from chronic periodontitis patients. Braz. oral
res. [online]. 2006, vol.20, n.3, pp. 202-206. ISSN 1807-3107

OMBRELLA AM; RACCA L; RAMOS L. Actividades proteinasa y fosfolipasa de
aislamientos de Candida albicans provenientes de secreciones vaginales com distintos
valores de pH. Rev Iberoam Micol, v. 25, p. 12-6, 2008.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Relatério Mundial sobre doencas néo
transmissiveis 2014. Genebra, OMS, 2012.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Saude Global Estimativas: Mortes por
causas, idade, sexo e pais, 2000-2012. Genebra, OMS, de 2014.

ORBAK R, et al. The influence of smoking and non-insulin-dependent diabetes mellitus
on periodontal disease. J Int Med Res. 2002 Mar-Apr; 30(2): 116-25.


http://doi.org/10.1128/AAC.47.4.1275-1284.2003

105

OPPERMANN RV. An overview of the epidemiology of periodontal diseases in Latin
America. Braz Oral Res. 2007; 21 (Spec Issue 1):8-15.

19. HANNULA J, SAARELA M, DOGAN B, PAATSAMA J, KOUKILA-KAHKOLA
P, PIRINEN S, et al. Comparison of virulence factors of oral Candida dubliniensis and
Candida albicans isolates in healthy people and patients with chronic candidosis. Oral
Microbiol Immunol. 2000;15:238-44.

20. BARROS LM, BORIOLLO MF, ALVES AC, KLEIN MI, GONCALVES RB,
HOFLING JF. Genetic diversity and exoenzyme activities of Candida albicans and
Candida dubliniensis isolated from the oral cavity of Brazilian periodontal patients. Arch
Oral Biol. 2008;53:1172-8.

21. TSANG CS, CHU FC, LEUNG WK, JIN LJ, SAMARANAYAKE LP, SIU SC.
Phospholipase, proteinase and haemolytic activities of Candida albicans isolated from
oral cavities of patients with type 2 diabetes mellitus. J Med Microbiol. 2007;56:1393-
8.

22. ABACI O. Investigation of extracellular phospholipase and proteinase activities of
Candida species isolated from individual denture wearers and genotypic distribution of
Candida albicans strains. Curr Microbiol. 2011;62:1308-14.

23. MANE A, PAWALE C, GAIKWAD S, BEMBALKAR S, RISBUD A. Adherence to
buccal epithelial cells, enzymatic and hemolytic3 activities of Candida isolates from HIV-
infected individuals. Med Mycol. 2011;49:548-51.n4jhhfg

PADUA RAF. et al. Adherence of Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans to
urinary catheters. Rev lber Micol, v. 25, p. 173-5, 2008.

PALLAVAN B., VENKATAPATHY R, BALAMURALI PD, NIRIMA O. Comparison
and correlation of candida colonization in diabetic patients and normal individuals.
Journal of Diabetes & Metabolic Disorders 2014, 13:66
http://www.jdmdonline.com/content/13/1/66



http://www.jdmdonline.com/content/13/1/66
http://www.jdmdonline.com/content/13/1/66

106

PAPPAS PG. et al. The NIAID Mycoses Study Group: a prospective observatinal study
of candidemia, epidemiology, therapy, and influences on mortality in hospitalized adult
and pediatric patients. Clin Infect Dis, v. 37, p. 634-43. 2003.

PARK H, MYERS CL, SHEPPARD DC, PHAN QT, SANCHEZ AA, EDWARDS J,
ET AL. Role of the fungal Ras-protein kinase A pathway in governing epithelial cell
interactions during oropharyngeal candidiasis. Cell Microbiol. 2005; 7(4):499-510.

PAUW BE, PICAZO JJ. Presente situation in the treatment of invasive fungal infection.
Int J Antimicrob agents, Amsterdam, v.32, n.2, p.S167-S171 Nov 2008.

PERES MA, ANTUNES JL, BOING AF, PERES KG, BASTOS JL. Skin colour is
associated with periodontal disease in Brazilian adults: a population-based oral health
survey. J Clin Periodontol. 2007;34(3):196-201. http://doi:10.1111/].1600-
051X.2006.01043.x

PEIXOTO ITA, SARDI JCO, ANIBAL PC, GONCALVES RB, HOFLING JF.
Evidéncias cientificas da colonizacdo de Candida spp. em bolsas periodontais. RFO,
Passo Fundo, v. 15, n. 2, p. 177-182 maio/ago. 2010.

PENHA, SS; BIRMAN, EG, SILVEIRA, FRX; PAULA, CR de. Frequency and
enzymatic (proteinase and phospholipase) of Candida albicans from edentulous patients,
with and without denture stomatitis. Pesq Odont Bras. 14(2), 119-222, abr./jun., 2000

PESQUISA NACIONAL DE SAUDE BUCAL DA POPULACAO BRASILEIRA
(SBBrasil), 2010. Disponivel em:
http://dab.saude.gov.br/CNSB/sbbrasil/arquivos/projeto sb2010 relatorio final.pdf

PETERSON DE; MINAH GE; OVERHOLSER CD; SUZUKI JB; DEPAOLA LG,;
STANSBURY, DM. et al. Microbiology of acute periodontal infection in
myelosuppressed cancer patients. J Clin Oncol. 1987;5:1461-8.

PFALLER, MA. and DIEKEMA DJ. “Role of Sentinel Surveillance of Candidemia:
Trends in Species Distribution and Antifungal Susceptibility.”Journal of Clinical
Microbiology 40.10  (2002):  3551-3557. http://doi.org/10.1128/JCM.40.10.3551-
3557.2002



http://doi:10.1111/j.1600-051X.2006.01043.x
http://doi:10.1111/j.1600-051X.2006.01043.x
http://dab.saude.gov.br/CNSB/sbbrasil/arquivos/projeto_sb2010_relatorio_final.pdf
http://doi.org/10.1128/JCM.40.10.3551-3557.2002
http://doi.org/10.1128/JCM.40.10.3551-3557.2002

107

PFALLER MA, DIEKEMA DJ. Epidemiology of invasive candidiasis: a persistent public
health problem. Clin Microbiol Rev. 20: 133-163, 2007.

PFALLER, MA. et al. “Candida Krusei, a Multidrug-Resistant Opportunistic Fungal
Pathogen: Geographic and Temporal Trends from the ARTEMIS DISK Antifungal
Surveillance Program, 2001 to 2005 .” Journal of Clinical Microbiology 46.2 (2008):
515-521. http://doi.org/10.1128/JCM.01915-07

PINTO, E; RIBEIRO, IC; FERREIRA, NJ. et al. Correlation between enzyme production,
germe tube formation na susceptibility to fluconazole in Candida species isolated from
patients with denture-related stomatitis and control individuals. J Oral Pathol Med. 37,
587-592, 2008.

PIRES MFC; CORREA B; GAMBALE W; PAULA CR. Experimental model of Candida
albicans (serotypes A and B) adherence in vitro. Brazilian Journal of Microbiology. 32:
163-169, 2001.

P1ZZO G, BARCHIESI F, FALCONI DI FRANCESCO L, GIULIANA G, ARZENI D,
MILICI ME, et al. Genotyping and antifungal susceptibility of human subgingival
Candida albicans isolates. Arch Oral Biol. 2002; 47:189-96.

PRESHAW, PM.; FOSTER, N; TAYLOR, JJ. Crosssusceptibility between periodontal
disease and type 2 diabetes mellitus: an immunobiological perspective. Periodontol.
2000. Malden, v. 45, n. 1: p. 138-157, Oct. 2007.

PRICE MF; WILKINSON ID, GENTRY LO. Plate methods for detection of
phospholipase activity in Candida albicans Sabouraudia 20:7-14, 1982.

QI QG, HU T, ZHOU XD. Frequency, species and molecular characterization of oral
Candida in hosts of different age in China. J Oral Med. 34: 352-356, 2005.

RAMAGE G. et al. Characteristics of biofilm formation by Candida albicans. Rev
Iberoam Micol, v. 18, p. 163-70, 2001.

RAMAGE G; SAVILLE SP; THOMAS DP; LOPEZ-RIBOT JL. Candida biofilms: an
update. Eukaryot Cell. 2005;4:633-8.


http://doi.org/10.1128/JCM.01915-07

108

RAMAGE G; TOMSETT K; WICKES BL; LOPEZ-RIBOT JL; REDDING SW.
Denture stomatitis: a role for Candida biofilms. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol Endod. 2004; 98:53-9.

RONCALLI, AG et al. Aspectos metodoldgicos do Projeto SBBrasil 2010 de interesse
para inqueéritos nacionais de saude. Cad. Saude Publica [online]. 2012, vol.28, suppl., pp.
s40-s57. ISSN 0102-311X.

RORIG, KCO; COLACITE, J; ABEGG, MA. Produgéo de fatores de viruléncia in vitro
por espécies patogénicas do género Candida. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. [online]. 2009,
vol.42, n.2, pp. 225-227. ISSN 0037-8682.

RUCHEL J, TEGELER R, TROST MA. Comparison of secretory proteinases from
differents strains of Candida albicans. Sabouraudia 20:233-244, 1982.

QUIRINO MRS. Estudo clinico e microbiota fungica da cavidade bucal de diabéticos
controlados e ndo controlados. 54f. Mest. Fac. de Odontologia, Univ. de Taubaté-SP,
1990.

RIBEIRO EL et al. Deteccdo de C. albicans fosfolipidoliticas isoladas da saliva de
criangcas com sindrome de Down. Acta Méd. Portuguesa 15(3): 171-174, 2002.

RIBEIRO MA. Exoenzimas e mecanismos moleculares de resisténcia fluconazol de C.
albicans isoladas de mulheres HIV positivas. 156f. Mestrado. ICB-USP. S. Paulo, 2002.

e RIBEIRO, F. V. et al. Cytokines and Bone-Related Factors in Systemically-
Healthy and Type 2 Diabetic Subjects With Chronic Periodontitis. J.
Periodontol., Chicago v. 82, n.

2, p. 1- 12, Feb. 2011.

RICHARDSON MD, WARNOCK DW. Fungal infection diagnosis and management.
Oxford: Blackwell Scientific; 1993

RINALDI, M.G. Biology and pathogenicity of Candida species. In: BODEY, G.P.
Candidiasis: pathogenesis, diagnosis and treatment. New York: Raven Press, 1993. Cap.
3, p.1-20.

REYNAUD AH, NYGAARD-OSTBYB, BOYGARD GK, ERIBE ER, OLSEN I,
GJERMO P. Yeasts in periodontal pock-ets. J Clin Periodontol. 2001 Sep;28(9):860-4.



109

ROSA EA; RACHED RN; IGNACIO AS; ROSA RT, JOSE DA SILVA W; YAU JY. et
al. Phenotypic evaluation of the effect of anaerobiosis on some virulence attributes of
Candida albicans. J Med Microbiol. 2008;57(Pt 10):1277-81

RYDER, MI. Periodontal management of HIV-infected patients. Periodontology 2000,
v. 23, p. 85-93, 2000.

SABBAH W, SHEIHAM A, BERNABE E. Income inequality and periodontal diseases

in rich countries: an ecological cross-sectional study. Int Dent J. 2010; 60(5):370-4.

SAMARANAYAKE LP, MAC FARLANE TW. Factors affecting the in vitro adherence
of fungal oral pathogen Candida albicans to epithelial cells of human origin. Arch Oral
Biol. 1982; 27:873-82.

SAMARANAYAKE LP, FIDEL PL, NAGLIK JR, SWETT SP, TEANPAISAN R,
COOGAN MM, et al. Fungal infections associated with HIV infection. Oral Dis. 2002
Jul; 8(2):151-60.

SAMARANAYAKE YH, DASSANAYAKE RS, CHEUNG BP, JAYATILAKE JA,
YEUNG KW, YAU JY, et al. Differential phospholipase gene expression by C. albicans
in artificial media and cultured human oral epithelium. APMIS 2006; 114:857-66.

SANGUINETTI, MAURIZIO et al. “Mechanisms of Azole Resistance in Clinical Isolates
of Candida Glabrata Collected during a Hospital Survey of Antifungal

Resistance.” Antimicrobial Agents and Chemotherapy 49.2 (2005): 668-679.
http://doi.org/10.1128/AAC.49.2.668-679.2005

SANITA PV; VERGANI CE; GIAMPAOLO ET; PAVARINA AC; MACHADO AL.
Growth of Candida species on complete dentures: effect of microwave disinfection.
Mycoses 2009; 52(2):154-60. 2008 Jun 21.

SANTANA D. Manifestacbes orais em pacientes diabéticos metabolicamente
descompensados. RGO. 2002 50(1):23-9.

SANTANA, TD; COSTA, FO; ZENOBIO, EG. et al. Impacto da doenca periodontal na
qualidade de vida de individuos diabéticos dentados. Cad Saude Publica, v. 23, n. 3,
p.637-44, 2007.

SANTOS SSF; JORGE AOC. Presenca de Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na
cavidade bucal humana. Rev Odontol UNESP, v. 27, n. 2, p. 473-84, 1998.


http://doi.org/10.1128/AAC.49.2.668-679.2005

110

SANTOS VR et al. Cytokine levels in sites of chronic periodontitis of poorly controlled
and well-controlled type2 diabetic subjects. J. Clin. Periodontol. Malden, v. 37, n. 12, p.
1049-1058, Dec. 2010.

SARDI JCO, CRUZ GA, SAITO D, HOFLING JF, DUQUE C, GONCALVES RB.
Identificacdo de espécies de Candida por PCR em bolsas periodontais de pacientes
diabéticos com periodontite crbnica. In: 1° Simposio Internacional de Microbiologia
Clinica, 2008, Gramado - RS.

SARDI J; DUQUE C; MARIANO F; PEIXOTO I; HOFLINGER J; GONCALVES R.
Candida spp. in periodontal disease: a brief review. J Oral Sci. 2010 Jun;52(2):177-185.

SAVILLE SP, LAZZELL AL, MONTEAGUDO C, LOPEZ-RIBOT JL. Engineered
control of cell morphology in vivo reveals distinct roles for yeast and filamentous forms
of Candida albicans during infection. Eukaryot Cell. 2003; 2(5):1053-60.

SENCIATTI MF; SILVA CDJ; SAPATA VM; SOUZA AB; MARSON FC; CORREA
GO; CAMACHO DP; SILVA CO; SLOTS J; RAMS TE; LISTGARTEN. Evaluation of
fungus presence in oral cavity and periodontal pockets of healthy individual and

periodontal disease subjects. Braz J Periodontol. - June 2012 - volume 22 - issue 02,

SHOHAM S; LEVITZ SM. The immune response to fungal infections. Br J Haematol,
129, 2005, 569- 82.

SIDRIM JJ; ROCHA MFG. Micologia médica a luz de autores contemporaneos. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2004. p. 21, 266.

SIDRIM, JJC; ROCHA, MFG. Candidiase. In: Micologia Médica a luz de autores

contemporaneos. Editora Guanabara Koogam, Rio de Janeiro p. 390, 2006.

SILVA JO, FERREIRA JC, CANDIDO RC. Atividade enzimatica, producédo de slime e
sensibilidade a antifungicos de Candida sp. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical 40: 354-355, 2007.

SILVA S, NEGRI M, HENRIQUES M, OLIVEIRA R, WILLIAMS DW, AZEREDO J.
Candida glabrata, Candida parapsilosis and Candida tropicalis: biology, epidemiology,
pathogenicity and antifungal resistance. FEMS Microbiology Reviews. Mar 2012, 36
(2) 288-305. http://dx.doi.org/10.1111/j.1574-6976.2011.00278.x



http://dx.doi.org/10.1111/j.1574-6976.2011.00278.x

111

SILVEIRA FRX et al. Proteinase and phospholipase activity of C. albicans isolated form
oral mucosa of healthy carriers (smokers and non smokers). Rev. Iber. Micol. 10: 105-
108, 1993.

SLOTS J, RAMS TE, LISTGARTEN M.A. Yeasts, enteric rods and pseudomonads in
the subgingival flora of severe adult periodontitis. Oral Microbiol Immunol, v. 3, n. 2,
p. 47-52, 1988

SOBEL JD, MYERS PG, KAYE D, LEVISON ME. Adherence of Candida albicans to
Human Vaginal and Buccal Epithelial Cells. J Infect Dis. (1981) 143 (1): 76-82.
d0i:10.1093/infdis/143.1.76.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES. O avanco do diabetes no mundo, segundo
a OMS. 2012. Acesso em: 06/06/2016. Disponivel em: http://www.diabetes.org.br/sala-

de-noticias/2132-0-avanco-do-diabetes-no mundo sequndo-a-oms

SOLL DR. Candida biofilms: is adhesion sexy? Current Biology, v. 18, p. 153-5, 2008.

SOYSA, N.S.; SAMARANAYAKE, L.P.; ELLEPOLA A.N. Diabetes mellitus as a
contributory factor in oral candidosis. Diabet Med. 2006;23:455-9.

SOUZA EMB et al. Aspectos morfo-fisioldgicos, fatores de viruléncia e sensibilidade a
antifungicos de amostras de C.albicans, sorotipos A e B, isoladas em S. Paulo, Brasil.
Rev. Microbiol.: 21:247-253, 1990.

SOYSA NS, SAMARANAYAKE LP, ELLEPOLA AN. Diabetes mellitus as a
contributory factor in oral candidosis. Diabet Med. 2006;23:455-9.

STARR JR, WHITE TC, LEROUX BG, LUIS HS, BERNARDO M, LEITAO J,
ROBERTS MC. Persistence of oral Candida albicans carriage in healthy Portuguese
schoolchildren followed for 3 years. Oral Microbiol Immunol. 2002; 17(5):304-310.

SULLIVAN D, HAYNES K, BILLE J, PATRICK BOERLIN P, RODEROL, LLOYD
S, MARTIN HENMAN M, DAVID COLEMAN D. Widespread Geographic
Distribution of Oral Candida dubliniensis Strains in Human Immunodeficiency Virus-

Infected Individuals. Journal of clinical microbiology, 1997, p. 960-964 vol. 35, n.4.


http://www.diabetes.org.br/sala-de-noticias/2132-o-avanco-do-diabetes-no%20mundo%20segundo-a-oms
http://www.diabetes.org.br/sala-de-noticias/2132-o-avanco-do-diabetes-no%20mundo%20segundo-a-oms

112

TAN WC; TAY FBK; LIM LP. Diabetes as a risk factor for periodontal disease: current
status and future considerations. Diabetes and periodontal diseases. Ann Academy of
Medicine, v. 35, n. 8, p. 571-81, 2006.

TANNER ACR, KENT JRR, DYKET V, SONIS ST, MURRAY LA. Clinical and other
risk indicators for early periodontitis in adults. J Periodontol. 2005; 76 (4):573-81.
PMid:15857098 PMCid:1224718. http://dx.doi.org/10.1902/jop.2005.76.4.573

TAYLOR GW, BORGNAKKE WS. Periodontal disease: associations with diabetes,
glycemic  control and complications. Oral Dis. 2008;14:191 - 203.
http://dx.doi.org/10.1111/j.1601-0825.2008.01442.x

TEKELI A, DOLAPCI I, EMRAL R, CESUR S. Candida carriage and Candida
dubliniensis in oropharyngeal samples of type-1 diabetes mellitus patients. Mycoses
2004; 47(7):315-8.

TEN CATE AR. Bucal Histology. 4 ed. Toronto: Mosby, 1994.

TEN CATE'S Oral Histology: Development, Structure, and Function. Antonio Nanci
Elsevier Health Sciences, 2008 - 411p.

TREVINO-RANGEL RJ, GONZALEZ JG, GONZALEZ GM. Aspartyl proteinase,
phospholipase, esterase and hemolysin activities of clinical isolates of the Candida
parapsilosis species complex. Med Mycol. 2013; 51:331-335.

TUNES RS, FOSS-FREITAS MC, NOGUEIRA-FILHO GR. Impact of Periodontitis on
the Diabetes-Related Inflammatory Status. J. Can. Dent. Assoc. Ottawa, v. 76, n. 35, p.
1-7, Aug. 2010.

URZUA B, HERMOSILLA G,GAMONAL J, MORALES-BOZO I, CANALS M,
BARAHONA S, et al. Yeast diversity in theoral microbiota of subjects with periodontitis.
Candida albicans and Candida dubliniensis colonize the periodontal pockets. Med
Mycol. 2008, 46:783-93.

VARGAS KG, JOLY S. Carriage frequency, intensity of carriage, and strains of oral
yeast species vary in the progression to oral candidiasis in Human Immunodeficiency
Virus positive individuals. J Clin Microbiol. 2002; 40(2): 341-50.

VERARDI G, LUPATINI AL, BELTRAME JC, TRENTIN MS, SILVA SO, CARLI JP,
LINDEN MSS. Doenca periodontal e diabete melito tipo 2. Revista Odonto ¢ v. 17, n.


http://dx.doi.org/10.1902/jop.2005.76.4.573
http://dx.doi.org/10.1111/j.1601-0825.2008.01442.x

113

34, jul./dez. 2009, Séo Bernardo do Campo, SP, Universidade Metodista de Sao Paulo p:
93-99.

VERNILLO AT. Dental considerations for the treatment of patients with diabetes
mellitus. JADA 2003;134:24S-33S.

VILLAR CC, KASHLEVA H, DONGARI-BAGTZOGLOU A. Role of Candida albicans
polymorphism in interactions with oral epithelial cells. Oral Microbiol Immunol. 2004;
19(4):262-9.

WATAMOTO, T; SAMARANAYAKE, LP; JAYATILAKE, JAMS; EGUSA, H. et al.
Effect of filamentation and mode of growth on antifungal susceptibility. Int J Antimicrob
Agents. Oct;34(4):333-9. Apr 18, 2009.

WILLIS AM, COULTER WA, FULTON CR, HAYES JR, SINO PM, LAMEY
PJ. Transporte Candida Oral e infeccdo em pacientes diabéticos tratados com
insulina. Diabet Med. 1999; 16:675-9.

http://dx.doi.org/10.1046/].1464-5491.1999.00134.x

WILSON RM, REEVES WG. Neutrophil phagocytosis and killing in insulin-dependent
diabetes. Clin Exp Immunol. 1986; 63:478-84.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. The World Health Organization Report 2002:
reducing risks, promoting healthy life. Geneve: WHO, 2002.

VIDIGAL JUNIOR GM. Utilizagdo da sonda periodontal no diagnostico clinico. Rev
Bras Odontol. 1997; 54(4):240-3.

YALDA B, OFF ENBACHER S, COLLIN S JG. Diabetes as a modifier of periodontal
disease expression. Periodontol 2000 1994 Oct; 6(10): 37-49.

YAMASHITA, JM et al. ManifestacGes bucais em pacientes portadores de Diabetes
Mellitus: uma reviséo sistematica. Rev. odontol. UNESP [online]. 2013, vol.42, n.3, pp.
211-220. ISSN 1807-2577.

YAN, L; YANG, C; TANG, J. Disruption of the intestinal mucosal barrier in Candida
albicans infections. Microbiological Research. 2013, 168: 389-395


http://dx.doi.org/10.1046/j.1464-5491.1999.00134.x

114

YANG YL. Virulence factors of Candida species. Journal of Microbiology
Immunology and Infection. 36: 223-228, 2003.

YIGIT N; AKTAS E. Comparison of the efficacy of different blood médium in
determining the hemolytic activity of Candida species. J Mycol Médical, v. 19, p. 110-5,
2009.

WEHBA C, RODRIGUES AS, SOARES FP. Diabetes e doenca periodontal: uma relacao
bidirecional. In: Brunette CM. Periodontia Médica: Uma abordagem integrada. Sao
Paulo: Senac, 2004. pp. 172-95.

WEIDLICH, P. et al. Association between periodontal disease and systemic diseases.
Braz. Oral. Res. S&o Paulo, v. 22, supl. 1, p. 32-43, Jun. 2008. Supl. 1.

WILLIS AM, COULTER WA, SULLIVAN DJ, COLEMAN DC, HAYES JR, BELL
PM, etal. Isolation of C. dubliniensis from insulin-using diabetes mellitus patients. J Oral
Pathol Med. 2000;29:86-90. http://dx.doi.org/10.1034/].1600-0714.2000.290206.x

WILLIAMS DW, KURIYAMAT, SILVA S, MALIC S, LEWIS MAO. Candida biofilms

and oral candidosis: treatment and prevention. Periodontol 2000. 2011 Feb;55(1):250-
65.


http://dx.doi.org/10.1034/j.1600-0714.2000.290206.x

115

ARTIGO 01
Avaliacdo da prevaléncia de Candida spp. em pacientes portadores de

diabetes tipo 2 e periodontite de um Centro de Especialidades

Odontolégicas de Manaus.

Cristiano Silva Pontes*; Ormezinda Celeste Cristo Fernandes**
*Mestrando do Programa de P6s-graduacdo em Saude, Sociedade e Endemias da
Universidade Federal do Amazonas e Instituto Le6nidas & Maria Deane-Fiocruz,
Manaus, AM.
**Qrientadora e pesquisadora do Instituto Lednidas & Maria Deane-Fiocruz, Manaus,
AM.

*Autor correspondente: Cristiano Silva Pontes
Tel: +55 92 36212323

Email: pontescs@uol.com.br



mailto:pontescs@uol.com.br

116

PONTES, CS; FERNANDES, OCCF. Avaliacdo da prevaléncia de Candida spp. em
pacientes portadores de diabetes tipo 2 e periodontite de um Centro de Especialidades
Odontolégicas de Manaus

Resumo: O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de espécies de Candida
em bolsas periodontais de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 atendidas no Centro de
Especialidades Odontoldgicas da Universidade do Estado do Amazonas (CEO-UEA).

Metodos: Um total de 30 pacientes com periodontite e portadores de diabetes tipo 2 e 30
pacientes nao-diabéticos portadores de periodontite foram selecionados de acordo com
os valores de hemoglobina glicosilada e profundidade de bolsas periodontais. As amostras
foram coletadas com ajuda de swabs e pontas de papel absorvente, e semeados em placas
de Petri contendo &gar-Sabouraud dextrose com cloranfenicol e incubadas a 37°C. Os

isolados foram identificados pelas provas classicas usadas em micologia.

Resultados: Foram encontradas leveduras em 26,7% dos pacientes. A média de idade dos
pacientes do grupo caso e controle foram 56 e 50 anos, respectivamente, havendo
diferenca significativa entre os grupos (p=0,026). Um total de doze dos 30 individuos com
diabetes apresentaram leveduras (40%) e em quatro dos 30 pacientes ndo-diabéticos
(13,3%), havendo diferenca significativa (p=0,041) entre 0s grupos se considerarmos
categoricamente. O maior numero de isolados no grupo caso (C) corresponderam a C.
albicans (23,3%), seguido de C. krusei (6,7%), C. tropicalis (6,7%) e C. glabrata (3,3%).
No grupo controle (CTL) a maior prevaléncia também foi de C. albicans (6,7%) seguido
de C. krusei (3,3%), C. tropicalis (3,3%). Individuos diabéticos com glicemia e
hemoglobina glicada elevadas apresentaram uma percentagem significativamente mais
elevada de leveduras nas bolsas periodontais (p = 0,006 e 0,005 respectivamente) do que

individuos ndo diabéticos.

Conclus6es: Encontrou-se maior porcentagem de espécies de Candida em individuos
diabéticos com periodontite, glicemia e hemoglobina glicada elevadas (40%) comparados
aos individuos com periodontite e sem diabetes (13,3%), sendo C. albicans a mais
prevalente (23,3%), sugerindo que a imunosupressdo e descontrole glicémico desses
pacientes podem contribuir para a colonizagdo de leveduras nas bolsas periodontais e

consequente progressao da doenca periodontal.

Palavras-chaves: Candida spp.; periodontite; diabetes tipo 2.
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PONTES, CS; FERNANDES, OCCF. The prevalence of Candida spp. in patients with
type 2 diabetes and periodontitis of a Dental Specialty Center of Manaus.

Abstract: The aim of this study was to determine the prevalence of Candida species in
periodontal pockets of patients with type 2 diabetes mellitus treated at Centre Dental
Specialties of the Amazonas State University (UEA-CEO).

Methods: A total of 30 patients with periodontitis and type 2 diabetic patients and 30
patients non-diabetic patients with periodontitis were selected according to the
glycosylated hemoglobin levels and depth of periodontal pockets. The study also
determined the state of oral health through periodontal indices.

Results: Yeasts were found in 26,7% of patients. The average age of the case group and
control patients were 56 and 50 years, respectively, with significant difference between
groups (p = 0,026). A total of 12 of the 30 individuals with diabetes had yeast (40%) and
04 of 30 non-diabetic patients (13,3%) with a significant difference (p = 0,041) between
the groups considering categorically. The greatest number of isolates in the case group (C)
corresponded to C. albicans (23,3%), followed by C.krusei (6,7%), C. tropicalis (6.7%)
and C. glabrata (3,3%). In the control group (CTL) the highest prevalence was also of C.
albicans (6,7%) followed by C.krusei (3,3%), C. tropicalis (3,3%). Individuals with
diabetes and high blood glucose glycated hemoglobin had a significantly higher
percentage of yeasts in periodontal pockets (p = 0,006 and 0,005 respectively) than non-
diabetic individuals.

Conclusions: We found a higher percentage of Candida species in diabetic subjects with
periodontitis, blood sugar and elevated glycated hemoglobin (40%) compared to subjects
with periodontitis and without diabetes (13.3%), and C. albicans the most prevalent (23,
3%), suggesting that immunosuppression and loss of glycemic control in these patients
may contribute to the colonization of yeast in periodontal pockets and consequent

progression of periodontal disease.

Keywords: Candida spp .; periodontitis; type 2 diabetes.
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INTRODUCAO

As leveduras do género Candida habitam diversos ecossistemas sendo a mucosa
bucal considerada um dos principais reservatorios, onde podem se estabelecer como
microbiota comensal normal sem causar danos ao hospedeiro (P1ZZO et al, 2002; SOUZA
et al, 2010).

O diabetes mellittus (DM) € um grupo de desordens metabolicas distinguidas por
tolerancia alterada da glicose e metabolismo de carboidrato alterado. Tem como
caracteristica principal o excesso de glicose no sangue e, quando ndo controlada, pode
ocasionar complicacOes sistémicas cronicas, como, por exemplo: problemas renais,
oculares e vasculares, entre outras. Além disso, o diabetes mellitus também esta
relacionado a complicacdes bucais, sendo a doenca periodontal a mais importante, sendo
considerada a sexta complicacdo classica do diabetes (LOE, 1993). Essas doencas
apresentam uma associagao bidirecional na qual o diabetes favorece o desenvolvimento
da doenca periodontal e esta, quando ndo tratada, piora o controle metabdlico do diabetes
(WEHBA, 2004).

A doenca periodontal é um processo inflamatério de origem infecciosa que pode
acometer os tecidos gengivais (gengivite) ou os tecidos de sustentacdo dos dentes
(periodontite),® ocasionadas pelas reagdes inflamatdrias e imunoldgicas nos tecidos
periodontais induzidas pelos micro-organismos do biofilme dentario, acarretando em
modificacdes do tecido conjuntivo e do osso alveolar (REYNAULD et al.,2001;
JARVENSIVU et al., 2004). Dentre os organismos periodontopatogénicos, as bactérias
sdo fundamentais para o desencadeamento da doenca. Entretanto, diferentes espécies de
Candida tém sido frequentemente isoladas de bolsas periodontais de diabéticos, indicando
a coparticipagdo destes micro-organismos na progressao da DP desses individuos, sendo
a C. albicans a mais prevalente (SARDI et al, 2010)

Os niveis de glicose em pacientes diabéticos favorece o crescimento da levedura
devido ao aumento do nimero de receptores disponiveis para Candida (BROWNLEE et
al., 1988). A degeneragdo microvascular encontrada em exame histologico de pacientes
diabéticos também pode predispor a colonizacdo por Candida, tornando-os mais

susceptiveis as infeccoes.
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Apesar do relevante papel que as espécies de Candida tém desempenhado na
ecologia da cavidade bucal, h4 caréncia de estudos sobre a distribuicdo desses micro-
organismos na doenca periodontal de individuos imunocomprometidos, principalmente
em diabéticos. O presente estudo tem como objetivo determinar a prevaléncia de espécies

de Candida no desenvolvimento de periodontites em pacientes com diabetes melittus.
MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um Estudo de Caso-controle, e teve inicio ap6s a aprovacgéo do projeto
de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em seres humanos e o da
Universidade do Estado do Amazonas (UEA), sob nimero 46940315.7.0000.5020. Os
pacientes foram informados sobre a finalidade da pesquisa, bem como sobre 0s métodos
de coleta das amostras e os usuarios do Centro de Especialidades Odontoldgicas que
aceitaram participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Foram selecionados 30 pacientes com DP e diagndstico médico de diabetes tipo 2
(grupo caso), e 30 individuos com DP e sem diabetes tipo 2 (grupo controle), sem paridade
de géneros, maiores de 18 anos de idade, dentre aqueles que procuraram o Centro de
Especialidades Odontoldgicas da Universidade do Estado do Amazonas (UEA) no periodo
de junho a dezembro de 2015. Foram solicitados exames soroldgicos (validade de 6 meses)
de glicemia e hemoglobina glicada a todos os participantes.

Critérios de inclusdo: Aceitar participar da pesquisa e ter assinado o TCLE, apresentar
quadro de DP moderada a grave (minimo de dois sitios em dentes diferentes com
profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm e perda de inser¢do maior que 3 mm);
ter diagnostico médico de diabetes tipo 2 (pacientes do grupo Caso), apresentar exames

de glicemia e hemoglobina glicada (validade de 6 meses).

Critérios de exclusdo: tabagistas, uso de antibidticos, antifungicos e tratamento
periodontal nos Gltimos 6 meses, portadores de aparelhos ortodénticos e protese total,

gravidez, doenca sistémica, outras imunodeficiéncias (excluindo-se DM).

Coleta de dados: Apds anamnese, foi realizado exame clinico periodontal por um dnico
examinador, devidamente calibrado, com espelho clinico n°® 5 e sonda periodontal
preconizada pela OMS, em ambiente com boa iluminagdo. Utilizou-se o indice

periodontal comunitéario (CPI) e indice de perda Periodontal (PIP), onde foi preenchida a
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ficha clinica e coleta de dados necessarios ao estudo. O reexame de 10% da amostra (N=6)
fora realizado pelo padrdo, em individuos selecionados aleatoriamente, visando assegurar

a confiabilidade dos resultados.

Obtenc¢do da Amostra Clinica: Para cada paciente do grupo teste e controle, a coleta de
material da bolsa periodontal fora realizada de acordo com LOBERTO et al. (2004). Apo6s
a remocao do biofilme supragengival com compressa de gaze estéril e isolamento relativo
com roletes de algodéo, foram colocados trés cones de papel esterilizados n® 25 em cada
bolsa periodontal, até a profundidade de sondagem, por 30 segundos. Foram coletados
materiais de duas bolsas periodontais de diferentes dentes. Os cones contendo o material
coletado foram colocados em tubos de vidro (tubos de ensaio) contendo 1ml de PBS
estéril. O material coletado fora mantido em gelo até ser levado ao laboratério de
biodiversidade do Instituro de Pesquisas LeOnidas & Maria Deane da Amazobnia
(CPgLMD-FIOCRUZ), respeitando-se periodo maximo de trés horas até seu

processamento.
Obtencéo dos isolados de leveduras

As amostras de material subgengival foram processadas no laboratério da CPgqLMD-
FIOCRUZ, e homogeneizadas em parapeito durante 30 segundos e 0s cones removidos
com auxilio de pingas esterilizadas. Cada amostra fora centrifugada por 10 minutos (80000
Xg) e o sobrenadante descartado. O deposito fora ressuspendido em 0,6ml de PBS e
misturado em Vortex por 30 segundos, produzindo assim a suspensdo de concentracao
final (SANTOS & JORGE, 1998).

De cada amostra (suspensdo de concentracdo final) do enxdgue bucal e material
subgengival, fora semeado 100ul em placas de Petri contendo Agar Sabouraud dextrose
(Difco) com cloranfenicol (0,1 mg de Quemicetina Succinato, Carlo Erba, por ml de meio)
e incubadas a 37°C por 48 horas e a seguir por mais cinco dias a temperatura ambiente

para posterior purificagéo.
Purificacéo e identificacao das leveduras isoladas

Apbs o periodo de isolamento, as amostras de leveduras foram semeadas na forma de
estrias central em tubos de ensaio contendo dgar Saboraud e agar malte, de maneira a obter

culturas puras e isoladas.
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Identificacdo através de CHROMagar Candida

O CHROMagar Candida (Microbiology, France) fora preparado de acordo com as
instrugdes do fabricante e as placas estocadas a 4°C. Cada isolado fora subcultivado neste
meio e incubado a 37°C por 48 horas. A leitura das placas e a interpretacdo dos resultados
foram realizadas pela observagdo da morfologia da colénia e da pigmentacédo das col6nias
(GARCIA-MARTOS et al., 1998).

RESULTADOS

Na presente pesquisa, foram coletadas amostras de bolsas periodontais de 60
pacientes com periodontite, sendo 30 diabéticos (grupo caso) e 30 pacientes ndo diabéticos

(grupo controle).

Deste estudo participaram 19 homens e 41 mulheres, ndo sendo encontrada
diferenca estatisticamente significativa (p=0,579) entre os grupos com relacdo ao sexo
(Tabelas 1 e 2). A média de idade dos participantes da pesquisa foi de 56 anos no grupo
caso e 50 anos no grupo controle, havendo diferenca estatistica entre os grupos (p=0,026),
quando se avalia a faixa etaria (Tabelas 4,5,6) Leveduras do género Candida foram
isoladas de bolsas periodontais de 12 (40%) pacientes diabéticos, sendo C. albicans a
espécie mais frequente (23,3%), seguindo-se C. krusei (6,7%), C. tropicalis (6,7%) e C.
glabrata (3,3%). Da bolsa periodontal de pacientes sem diabetes, foram isoladas leveduras
do género Candida em 13,3% dos pacientes (n = 4), sendo C. albicans a mais prevalente
(6,7%), seguido de C. krusei(3,3%) e C. tropicalis (3,3%) (Graficos 2,3,4); (Tabelas 3 e7).

Tabela 1 - Numero de individuos que participaram da pesquisa conforme o sexo

Sexo Grupo caso (C) Grupo controle Total
(CTL)
n (%) n (%) N (%)
Masculino 8 (26,7) 11 (36,7) 19 (31,7)
Feminino 22 (73,3) 19 (63,3) 41 (68,3)

Fonte: dados da pesquisa
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Tabela 2 - Numero de individuos grupo controle que apresentaram espécies de Candida
na bolsa periodontal de acordo com o sexo

Sexo Casos positivos Casos negativos Total
n (%) n (%) N (%)
Masculino 1(3,3) 10 (33,3) 11 (36,7)
Feminino 3 (10) 16 (53,3) 19 (63,3)

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 3 - Frequéncia das espécies de leveduras do género Candida isoladas de

periodontite de individuos do grupo caso e controle.

Espécies grupo caso grupo controle Total

N (%)

n(%) n (%)
C. albicans 7 (23,3) 2 (6,7) 9 (15)
C. glabrata 1(3,3) - 1(,7)
C. tropicalis 2(6,7) 1(3,3) 3(5)
C. krusei 2 (6,7) 1(3,3) 3(5)
Total de espécies 12 (40) 4 (13,3) 16 (26,7)
p valor = 0,139

Fonte: dados da pesquisa.

O numero de isolados de espécies de Candida coletados de bolsas periodontais de
diabéticos (12 isolados) foi significantemente maior que os obtidos do grupo controle (4
isolados), havendo diferenga estatistica (p valor=0,041) se avaliarmos categoricamente
por género (Tabela 7). Ao avaliarmos as espécies isoladamente, houve maior predominio
de isolados de C. albicans e Candida néo-albicans em pacientes diabéticos, mas sem
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Tabela 3).

Dos individuos examinados (grupo caso e controle), 16 (26,7%) apresentaram

leveduras do género Candida somente em regides onde a sondagem de profundidade foi
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maior que 5 mm, ndo havendo diferencas estatisticas entre os dois grupos. (Graficol)
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Gréfico 1: Presenca de leveduras de acordo com profundidade de sondagem e idade
dos grupos da pesquisa.

Sondagem=mm

p valor= 0,27 Mann Whitney

Fonte: dados da pesquisa

Houve diferenca estatistica significativa (p =0,026) entre os grupos guando se avaliou a

faixa etaria (Tabelas 4, 5 e 6).

Tabela 4 - Faixa etéria dos participantes da pesquisa

Idade

grupo caso

Grupo controle

N (total)

p valor

Mann
Whitney

Median(IQR)

56(51.2;62)

50 (41.8;58)

53(46.8;59.5)

0,026

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 5 - Numero de individuos grupo controle que apresentaram espécies de Candida
de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria Leveduras (%) Negativo (%)
20-30 1(3,3) 1(3,3)
31-40 1(3,3) 3(3,3)
41-50 - 9 (30)
51-60 1(3,3) 9 (30)
61-70 1(3,3) 4 (13,3)
Total 4 (13,3) 26 (86,7)

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 6 - Numero de individuos diabéticos que apresentaram espécies de Candida de
acordo com a faixa etéria

Faixa etaria Leveduras (%) Negativo (%)
20-30 - 1(3,3)
31-40 - 2(6,7)
41-50 1(3,3) 2(6,7)
51-60 5 (16,6) 9 (30)
61-70 6 (20) 4 (13,3)
Total 12 (40) 18 (60)

Fonte: dados da pesquisa
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Espécies de Candida
N=16 (26,7%)

= C. albicans = C. tropicalis = C.krusei = C. glabrata

Gréfico 2: Espécies de Candida isoladas de bolsas periodontais de pacientes diabéticos
e controle

Fonte: dados da pesquisa

grupo Diabéticos (%)

= C. albicans = C.tropicalis = C.krusei = C. glabrata

Gréfico 3: Prevaléncia de espécies de Candida isoladas de bolsas periodontais de
pacientes diabéticos

Fonte: dados da pesquisa
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grupo controle (%)

m C. albicans ®C. tropicalis mC. krusei

Gréfico 4: Prevaléncia de espécies de Candida isoladas de bolsas periodontais de
pacientes sem diabetes.

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 7: Prevaléncia do género Candida isoladas de bolsas periodontais de diabéticos e

controle.
Espécies N° de isolados
Diabéticos Controle
N=30 N=30
C. albicans 7 2
C. tropicalis 2 1
C. krusei 2 1
C. glabrata 1 -
Total (%) 12 (40%) 5 (13,3%)

p valor=0,041

Fonte: dados da pesquisa.
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Individuos diabéticos com glicemia e hemoglobina glicada elevadas apresentaram

uma percentagem significativamente mais elevada de leveduras nas bolsas periodontais (p

= 0,006 e 0,005 respectivamente) do que individuos ndo diabéticos (Grafico 5).
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Gréfico 5: Leveduras encontradas segundo valores de glicemia e hemoglobina
glicada (HG) nos  grupos caso (C) e controle (CTL).
N= negativos
Fonte: dados da pesquisa.
DISCUSSAO

Candida spp. bucais sdo leveduras comensais e sua transformacdo em patdgeno

oportunista ocorre da combinagéo de alguns fatores que podem afetar esse equilibrio como

alteracbes do ambiente da cavidade bucal, do proprio fungo, e da imunidade do

hospedeiro, principalmente em individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia

humana (HIV), com deficiéncia nutricional, neoplasias ou com doenga metabolica como
diabetes mellitus (TEKELI et al.,2004).

Diversos estudos sobre Candida spp. em pacientes com periodontite e com fatores

de risco para candidoses tém sido documentados, mas o papel de Candida spp. na cavidade

bucal de individuos diabéticos é controverso, e a sua prevaléncia nesses pacientes varia de



128

18 a 80% (SOYSA et al., 2006), dependentes da metodologia utilizada no laboratério, ao

namero e as caracteristicas dos individuos, as técnicas de amostragem, e a fatores sociais.

No presente estudo, leveduras do género Candida foram isoladas de bolsas
periodontais de 12 (40%) dos pacientes diabéticos, e a presenga de Candida spp. em
pacientes com periodontite e sem diabetes foi de 13,33%, corroborando com os resultados
do isolamento de Candida em outros estudos que variaram de 7,96 a 69,2%
(ALBANDAR, 2002; REYNAULD et al., 2001; JAVED et al., 2009; JARVENSIVU et
al., 2004; SARDI et al., 2010; SUAREZ et al., 2014). Esses resultados sugerem que a
maior prevaléncia destas leveduras em bolsas periodontais de diabéticos podem indicar a
coparticipacdo destes microrganismos na progressdo da doenca periodontal nesses

pacientes.

Nesse estudo, C. albicans foi a mais prevalente nas bolsas periodontais dos dois
grupos, sendo 23,3% nos pacientes diabéticos e 6,7% naqueles sem diabetes. DAHLEN
et al. (1995) estudaram a frequéncia e prevaléncia de hastes entéricos, estafilococos e
Candida em amostras de placa subgengival de pacientes submetidos a tratamento
periodontal, e os fungos foram recuperados a partir de 7,3% das amostras. Entretanto,
Peixoto et al. (2010) em uma revisdo da literatura sobre a colonizagéo de Candida spp. em
bolsas periodontais, encontrou uma média de 20% de C. albicans de bolsas periodontais

de pacientes com periodontite, numa prevaléncia maior que a encontrada no nosso estudo.

Em estudo realizado por Kignel et al. (2000) analisando aspectos fungicos do
cancer bucal, verificaram que dos 33 pacientes imunossuprimidos que participaram da
pesquisa, 42,4 % foram positivos para Candida spp. Martins et al. (2002) analisando a
presenca de Candida spp. e Staphylococcus spp. na cavidade oral, encontraram a levedura

em 61,22 % dos pacientes estudados.

Numa revisdo de literatura sobre a presenca de Candida spp. na doenca
periodontal, Sardi et al. (2010) encontraram C. albicans em 57,3%, C. tropicalis em
15,85% e C. glabrata em 4,87% de bolsas periodontais de pacientes diabéticos. Num
estudo que avaliou a presenca de leveduras nas cavidades orais de pacientes diabéticos,
Suarez et al. (2013) encontraram uma prevaléncia de 74,8% de Candida spp., confirmando

uma variabilidade em relagcdo ao nosso estudo que pode ser resultante de fatores sociais
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ou da técnica de amostragem. Além disso, 0s pacientes poderiam estar com o sistema

imunolégico menos atuante, o que pode ter contribuido para a colonizacao pelas leveduras.

Na literatura, diabetes do tipo 2 tem alta prevaléncia e seu acometimento aumenta
de acordo com a faixa etéria, principalmente em individuos acima dos 40 anos o que
coincide com a faixa etaria na qual ocorre maior prevaléncia de doenca periodontal grave
ou avancada (ALBANDAR, 2002).

O porcentual de isolamento de leveduras observado nos pacientes neste estudo foi
maior na faixa etaria entre 50 e 60 anos, corroborando com dados do Estudo Multicéntrico
sobre a Prevaléncia do Diabetes no Brasil, que evidenciou a influéncia da idade na
prevaléncia de Diabetes e observou incremento de 2,7% na faixa etéria de 30 a 59 anos e
de 17,4% na faixa etaria de 60 a 69 anos. Em nosso estudo, os dois grupos estudados de
diabéticos e ndo diabéticos diferiram estatisticamente em relacdo a idade (p=0,026), em
desacordo com outros estudos (DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 1996; GARCIA-
MARTOS et al., 1998).

O maior nimero de participantes e de amostras positivas foram provenientes de
mulheres, concordando com dados da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) que estimou
que, no Brasil, 6,2% da populacdo com 18 anos ou mais de idade referiram diagnostico
médico de diabetes, sendo de 7,0% nas mulheres e de 5,4% nos homens. Essa maior
propor¢éo no estudo talvez possa ser justificada pelo fato do sexo feminino possuir maior
assiduidade na realizacdo de exames de rotina e dedicacdo aos assuntos relacionados a
salde, associados a disposicdo para participar da pesquisa (SCHMIDT et al., 2014; IBGE,
2013).

No nosso trabalho, houve maior colonizacdo de Candida spp. nos pacientes
diabéticos com glicemia e hemoglobina glicosilada elevadas, havendo diferenca estatistica
entre os grupos, e concordando com alguns trabalhos que indicam alteracdo da
colonizagdo de leveduras nas cavidades orais pelos niveis de glicose no sangue pois 0s
niveis de glicose em pacientes diabéticos favorecem o crescimento da levedura com
aumento do numero de receptores disponiveis para Candida (KHOSRAVI et al., 2008,
SARDI et al., 2012; SUAREZ et al., 2014).

Além disso, a degeneracdo microvascular encontrada em exames histologicos de

pacientes diabéticos podem facilitar a colonizagdo por Candida tornando-os mais



130

susceptiveis a infeccdes associado a deficiéncia de neutréfilos nesses pacientes (DARRE
et al., 2008). Entretanto, nossos resultados discordam com o relatério de Manfredi et al.
(2002) que afirmam que a frequéncia de isolados de Candida independem do estado do
portador e da hemoglobina glicada (HG), e sugerem que o crescimento das leveduras na

cavidade bucal de pacientes diabéticos depende de outros fatores.

Diferentes trabalhos indicam C. albicans como a levedura isolada com maior
freqiiéncia nas cavidades orais de pacientes diabéticos (BELAZI et al., 2005; KADIR et
al., 2002; KHOSRAVI et al., 2008; TEKELI ET AL., 2004). No presente estudo, esta
espécie foi a mais prevalente e encontrou-se com maior frequéncia tanto em individuos
controlados quanto nos individuos descontrolados. Contudo, outro estudo com pacientes
diabéticos e controles saudaveis constatou que as espécies de C. albicans ndo foram mais
prevalentes nos individuos diabéticos (JAVED et al., 2009). Algo semelhante foi
observada em pacientes com HIV, em que os isolados de espécies de C. albicans nédo é

mais prevalente em estagios avancados da doenca (CASTRO et al., 2013).

A descoberta de isolados de espécies de C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata em
nosso estudo corrobora outros relatorios que destacam a importancia das espécies de
Candida ndo-albicans como agentes patogénicos em seres humanos indutores de
infeccdes sistémicas com os seguintes fatores de risco: imunossupresséo (AIDS, doentes
com neutropenia), uso prolongado de dispositivos endovenosos ou dispositivos protéticos.
Entretanto, sdo escassos os estudos exploratorios que identifiquem essas espécies de
Candida como responsaveis pela candidiase oral nesses pacientes (NETEA et al., 2008;
SARDI et al., 2012; SUAREZ et al., 2014)

As espécies de C. albicans tém sido relacionados com a resisténcia as substancias
antifangicas (CASTRO et al., 2013). Neste trabalho, esse fator ndo pdde ser relacionado
com a presenca destas leveduras, uma vez que foram excluidos pacientes com terapia

antifungica e ndo foram realizados testes de susceptibilidade a estes medicamentos.

Diabetes Mellitus é considerado um fator de risco para o desenvolvimento da
doenca periodontal, sobretudo em pacientes com mau controle da doenca (SOYSA et al.,
2006). Nosso estudo ndo encontrou associagao estatistica entre profundidade de sondagem
das bolsas periodontais e controle glicémico. Sondagens maiores que 5 mm, que refletem

moderada gravidade periodontal, foram semelhantes para ambos os pacientes (diabéticos
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e ndo diabéticos). Estes resultados coincidem com o estudo realizado por Arrieta et al.
(2003) que relataram que nenhuma relacdo existe entre situacdo periodontal e controle
metabolico da doenca.

A microbiota periodontal em pacientes diabéticos é similar & dos ndo diabéticos, e
outros fatores podem estar envolvidos na maior prevaléncia desta complicacdo em
diabéticos, como a anormalidade da resposta imune do hospedeiro frente as infec¢bes
bucais (GREGHI et al., 2002; HERRING; SHAH, 2006; VERNILLO, 2003).

CONCLUSOES

e Candida spp foi encontrada na periodontite de pacientes diabéticos e individuos
saudaveis, porém em proporcoes distintas.

e Candida albicans foi a espécie isolada mais prevalente em diabéticos (23,3%),
sequida de C. tropicalis (6,75%), C. krusei (6,7%) e C. glabrata (3,3%).

e Encontrou-se maior prevaléncia de espécies de Candida em individuos diabéticos
com periodontite, glicemia e hemoglobina glicada elevadas (40%) comparados
aos individuos com periodontite e sem diabetes (13,3%), sugerindo que a
imunosupressédo e descontrole glicémico desses pacientes podem contribuir para
a colonizacdo de leveduras nas bolsas periodontais e consequente progressao da

doenca periodontal.
Considerac0es Finais

Estudos posteriores serdo necessarios para determinar o real impacto desses

achados sobre a disseminagéo da infeccao periodontal em diabéticos.
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PONTES, CS; FERNANDES, OCCF. Estudo de Candida spp. bucais e seus

fatores de viruléncia na Periodontite de portadores de diabetes tipo 2.

Resumo: Diabéticos apresentam um comprometimento do sistema imunoldgico, o que
0s torna mais susceptiveis a colonizacao por leveduras do género Candida.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de fatores de viruléncia de
especies de Candida isoladas de bolsas periodontais de pacientes com e sem diabetes

mellitus tipo 2.

Meétodos: Um total de 30 pacientes com periodontite e portadores de diabetes tipo 2 e 30
pacientes nao-diabéticos portadores de periodontite foram selecionados de acordo com
os valores de hemoglobina glicosilada e profundidade de bolsas periodontais. As amostras
foram coletadas com ajuda de swabs e pontas de papel absorvente, e semeados em placas
de Petri contendo &gar-Sabouraud dextrose com cloranfenicol e incubadas a 37°C. Os
isolados foram identificados pelas provas classicas usadas em micologia. As cepas
isoladas de Candida foram submetidas a provas de capacidade de aderéncia e a atividade

de fosfolipase e proteinase.

Resultados: Foram encontradas leveduras em 26,7% dos pacientes. Um total de doze dos
30 individuos com diabetes apresentaram leveduras (40%) e em quatro dos 30 pacientes
ndo-diabéticos (13,3%), havendo diferenca significativa (p=0,041) entre 0s grupos se
considerarmos categoricamente. O maior nimero de isolados de diabéticos (C)
corresponderam a C. albicans (23,3%), seguido de C. krusei (6,7%), C. tropicalis (6,7%)
e C. glabrata (3,3%). No grupo controle a maior prevaléncia também foi de C. albicans
(6,7%) seguido de C. krusei (3,3%), C. tropicalis (3,3%). Individuos diabéticos com
glicemia e hemoglobina glicada elevadas apresentaram uma percentagem
significativamente mais elevada de leveduras nas bolsas periodontais (p = 0,006 e 0,005
respectivamente) do que individuos ndo diabéticos. Candida albicans e C. tropicalis
desenvolveram aderéncia e atividade de proteinase e fosfolipase nos dois grupos testados,
ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos (p=0,269). Candida Krusei apresentou
fraca aderéncia e atividade de proteinase somente no grupo dos diabéticos, e C. glabrata

isolada de diabéticos apresentou fraca aderéncia.

Conclus6es: Encontrou-se maior porcentagem de espécies de Candida em individuos

diabéticos com periodontite, glicemia e hemoglobina glicada elevadas (40%) comparados
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aos individuos com periodontite e sem diabetes (13,3%), sendo C. albicans a mais
prevalente (23,3%). As cepas de Candida albicans e Candida né&o-albicans
desenvolveram fatores de viruléncia sugerindo que a imunossupressdo, idade e
descontrole glicémico de pacientes diabéticos podem contribuir para a colonizacdo de

leveduras nas bolsas periodontais e consequente progressdo da doenca periodontal.

Palavras-chaves: Candida spp.; periodontite; diabetes tipo 2, fatores de viruléncia.
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PONTES, CS; FERNANDES, OCCF. Study of colonization of Candida
spp. mouth and its virulence factors in periodontitis type 2

diabetes patients.

Abstract: Diabetics have a compromised immune system, which makes them more
susceptible to colonization by Candida yeasts. The objective of this study was to evaluate
the colonization and development of Candida species of virulence factors isolated from

periodontal pockets of patients with and without type 2 diabetes mellitus.

Methods: A total of 30 patients with periodontitis and type 2 diabetic patients and 30
non-diabetic patients with periodontitis were selected according to the glycosylated
hemoglobin levels and depth of periodontal pockets. The samples were collected with
swabs and absorbent paper points and seeded in Petri dishes containing agar Sabouraud
dextrose with chloramphenicol and incubated at 37 ° C. The isolates were identified by
classical methods used in mycology. Isolates of Candida were subjected to tests of

adhesiveness and phospholipase and proteinase activity.

Results: Yeasts were found in 26.7% of patients. A total of twelve of the 30 individuals
with diabetes had yeast (40%) and four of 30 non-diabetic patients (13.3%) with a
significant difference (p = 0.041) between the groups considering categorically. The
greatest number of isolates from diabetic corresponded to C. albicans (23.3%), followed
by C.krusei (6.7%), C. tropicalis (6.7%) and C. glabrata (3.3%). In the control group the
highest prevalence was also of C.albicans (6.7%) followed by C.krusei (3.3%) and C.
tropicalis (3.3%). Individuals with diabetes and high blood glucose glycated hemoglobin
had a significantly higher percentage of yeasts in periodontal pockets (p = 0.006 and 0.005
respectively) than non-diabetic individuals. Candida albicans and C. tropicalis developed
adherence and proteinase and phospholipase activity in the two groups tested, with no
statistical difference between the groups (p = 0.269). Candida Krusei had a weak
adherence and proteinase activity only in the diabetic group, and C. glabrata isolated from

diabetics had a weak adherence.

Conclusions: We found a higher percentage of Candida species in diabetic subjects with
periodontitis, blood sugar and elevated glycated hemoglobin (40%) compared to subjects
with periodontitis and without diabetes (13.3%), and C. albicans the most prevalent
(23.3%). The strains of Candida albicans and non-albicans developed virulence factors
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suggesting that immunosuppression, age and uncontrolled blood glucose of diabetic
patients may contribute to the colonization of yeast in periodontal pockets and consequent
progression of periodontal disease.

Keywords: Candida spp .; periodontitis; Type 2 diabetes, virulence factors.
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INTRODUCAO

Diversas espécies de Candida sdo encontradas como microrganismos comensais
da flora da cavidade bucal humana (BARBOSA et al., (2014). Entretanto, quando ha
desequilibrio da microbiota local relacionados a fatores do hospedeiro (presenca de
dentaduras, uso de aparelhos ortodonticos, tabagismo, condicdo periodontal, terapias
antimicrobianas, imunossupressdo, AIDS, diabetes) e a fisiologia das leveduras, estas
podem invadir os tecidos e desenvolver sua fase patogénica, podendo desencadear
infeccdes superficiais ou processos infecciosos profundos (FONSECA, 1980). A
capacidade que as leveduras do género Candida tém de colonizar, penetrar e fazer danos
ao tecido do hospedeiro depende de um equilibrio entre fatores de viruléncia deste

microrganismo e de fatores especificos ligados ao hospedeiro (PIREs et al. 2001).

A patogenicidade de Candida spp. depende do desenvolvimento de seus fatores
de viruléncia como: formacdo de hifas, variabilidade fenotipica, producdo de enzimas
hidroliticas, principalmente fosfolipases e proteinases, adesdo as células do hospedeiro
(FOTEDAR, 2005). InfeccGes causadas por leveduras do género Candida séo freqlientes
no hospedeiro imunocomprometido, com aproximadamente 20 espécies
reconhecidamente patogénicas destacando-se Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida glabrata (NEVES et al., 2002; COLOMBO e GUIMARAES, 2003; COSTA,
2009). Dentre as espécies, Candida albicans € considerada a mais virulenta, sendo capaz
de resistir ao ataque de células fagociticas, contribuindo para evasdo do sistema imune
(NAGLIK & HUBE, 2003; YAN L. et al., 2013).

Diabetes mellitus (DM) é uma doenga metabdlica cronica caracterizada por
hiperglicemia provocada pela deficiéncia total ou relativa da secrecéo de insulina e/ ou na
resisténcia metabolica que acompanha a acéo da insulina nos 6rgdos-alvo (MANFREDI
et al., 2004). Pacientes diabéticos sdo mais propensos a desenvolverem infeccdo dos
tecidos periodontais, principalmente aqueles com descontrole glicémico, podendo
acarretar maior colonizacdo por leveduras e infeccOes graves. A alta concentracdo de
glicose na saliva pode servir como nutriente para as espécies de Candida, e a reduzida
capacidade de neutrofilos na presenga de concentragdes elevadas de glicose podem

conduzir ao aumento da colonizagédo de Candida spp. (VERARDI et al. 2009).

O controle metabolico do diabetes avaliado por niveis de glicemia ou pela
hemoglobina glicosada (HbAIlc) sdo parametros sistémicos utilizados na maioria dos
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estudos. Para individuos diabéticos, o nivel de HbAlc é considerado satisfatorio em niveis
abaixo de 6%, sendo que valores superiores a 8% sdo inaceitaveis e exigem alguma forma
de intervencdo (TAN et al., 2006).

O diabetes é classificado em dois tipos, diabetes tipo 1 (DTM1) ou
insulinodependente e diabetes tipo 2 (DTM2) ou ndo insulinodependente. Segundo a OMS
(2014), o DTM2 representa aproximadamente 90% das pessoas com diabetes no mundo,
e sua deteccdo ocorre habitualmente tardiamente, embora seja mais frequente apés os 40

anos de idade, com pico de incidéncia aos 60 anos.

As alteracdes periodontais ocorrem com maior prevaléncia no paciente com
DTMZ2; entretanto, tanto DTM1 como DTM2 tém maior risco de desencadear doencas
bucais, sendo a doenca periodontal a mais frequente, levando a uma maior perda dentaria
(DOUGLAS, 1988; WEHBA, 2004).

Uma forte relacdo foi encontrada entre a prevaléncia de Candida spp. bucais e
doenca periodontal (DP). Entretanto, h&a poucos estudos que correlacionam o papel de
Candida spp. bucais na doenca periodontal em diabéticos. O objetivo desse estudo foi
avaliar a viruléncia de espécies de Candida quanto a aderéncia, producéo de fosfolipase e

proteinase em bolsas periodontais de portadores de diabetes Tipo 2.
MATERIAL E METODOS

Trata-se de um Estudo de Caso-controle desenvolvido no Centro de Especialidades
Odontoldgicas da Universidade do Estado do Amazonas (CEO-UEA) e teve inicio ap6s a
aprovacdo da pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em seres humanos, sob
namero C.A. 46940315.7.0000.5020. Os pacientes foram informados sobre a finalidade
da pesquisa, sobre os métodos da coleta das amostras e os usuarios do CEO-UEA que

aceitaram participar do estudo assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

Foram selecionados 30 pacientes com DP e diagndstico médico de diabetes tipo 2 (grupo
caso), e 30 individuos com DP e sem diabetes tipo 2 (grupo controle), sem paridade de
géneros, maiores de 18 anos de idade, dentre aqueles que procuraram o Centro de
Especialidades Odontoldgicas da Universidade do Estado do Amazonas (UEA) no periodo
de junho a dezembro de 2015. Foram solicitados exames soroldgicos (validade de 6 meses)
de glicemia e hemoglobina glicada a todos os participantes.
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Critérios de inclusdo: Aceitar participar da pesquisa e ter assinado o TCLE, apresentar
quadro de DP moderada a grave (minimo de dois sitios em dentes diferentes com
profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm e perda de inser¢do maior que 3 mm);
ter diagnostico médico de diabetes tipo 2 (pacientes do grupo Caso), apresentar exames

de glicemia e hemoglobina glicada (validade de 6 meses).

Critérios de exclusdo: tabagistas, uso de antibidticos, antifungicos e tratamento
periodontal nos Ultimos 6 meses, portadores de aparelhos ortodénticos e protese total,

gravidez, doenca sistémica, outras imunodeficiéncias (excluindo-se DM).

Coleta de dados: Apds anamnese, foi realizado exame clinico periodontal por um dnico
examinador, devidamente calibrado, com espelho clinico n°® 5 e sonda periodontal
preconizada pela OMS, em ambiente com boa iluminacdo. Utilizou-se o Indice
periodontal comunitéario (CPI) e indice de perda Periodontal (PIP), onde foi preenchida a
ficha clinica e coleta de dados necessarios ao estudo. O reexame de 10% da amostra (N=6)
fora realizado pelo padrdo, em individuos selecionados aleatoriamente, visando assegurar

a confiabilidade dos resultados.

Obtencdo dos isolados de Candida: Para cada paciente do grupo teste e controle, a coleta
de material da bolsa periodontal fora realizada de acordo com LOBERTO et al. (2004).
Apos a remocdo do biofilme supragengival com compressa de gaze estéril e isolamento
relativo com roletes de algodéo, foram colocados trés cones de papel esterilizados n° 25
em cada bolsa periodontal, até a profundidade de sondagem, por 30 segundos. Foram
coletados materiais de duas bolsas periodontais de diferentes dentes. Os cones contendo o
material coletado foram colocados em tubos de vidro (tubos de ensaio) contendo 1ml de
PBS estéril. O material coletado fora mantido em gelo até ser levado ao laboratorio de
biodiversidade do Instituro de Pesquisas Lebnidas & Maria Deane da Amazbnia
(CPgLMD-FIOCRUZ), respeitando-se periodo maximo de trés horas até seu

processamento.

Purificacéo e identificacédo das leveduras isoladas

Apos o periodo de isolamento, as amostras de leveduras foram semeadas na forma de
estrias central em tubos de ensaio contendo dgar Saboraud e agar malte, de maneira a obter

culturas puras e isoladas.
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Figura 1- Isolamento e purificagdo das amostras coletadas de bolsas periodontais

Fonte: dados da pesquisa

Identificacéo através de CHROMagar Candida

O CHROMagar Candida (Microbiology, France) fora preparado de acordo com as
instrugdes do fabricante e as placas estocadas a 4°C. Cada isolado fora sub cultivado neste
meio e incubado a 37°C por 48 horas. A leitura das placas e a interpretacdo dos resultados
foram realizadas pela observacdo da morfologia da colénia e da pigmentacédo das col6nias
(GARCIA-MARTOS et al., 1998).

C. tropicalis
C. albicans

C. glabrata

C. dubliniensis C. krusei

Figura 2: Identificacdo das espécies de Candida através do CHROMagar Candida.
Fonte: CHROMAgar Candida
Atividade de fosfolipase

A producdo de fosfolipase foi verificada segundo Price et al. (1982). Culturas com
crescimento de 48 horas em tubos contendo agar Sabouraud dextrose foram inoculadas
em pontos equidistantes nas placas de agar fosfolipase com emulsdo de ovo a 50% em
solucdo fisiologica. Foram inoculados 10pL de uma suspensdo de células ajustada na
escala 1 McFarland. A leitura do teste foi realizada apds 4 dias de incubacéo a 37°C, sendo
considerado como positivo a producao de zona opaca de precipitacdo ao redor da col6nia.
A atividade enzimética (Pz) foi medida atraves da razéo entre o didmetro da col6nia e o
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diametro da col6nia mais a zona de precipitacdo. Quanto menor o valor de Pz, maior a
atividade enzimética: Pz = 1,0 (auséncia de atividade enzimaética), 0,64 < Pz < 1,0

(atividade enzimatica positiva) e Pz < 0,63 (atividade enzimética fortemente positiva).

Figura 3 - Atividade positiva de fosfolipase de isolado de C. albicans de periodontite de
diabético
Fonte: dados da pesquisa

Atividade de proteinase

A produgéo de proteinase foi verificada segundo Ruchel et al. (1982). O fendmeno
fora observado a partir de amostras de Candida cultivadas por 24 horas em agar Sabouraud
dextrose a 37°C inoculadas em pontos equidistantes em placas de agar proteinase. O meio
indutor consiste de 0,2% de soro albumina bovina (SAB, fraction V, Sigma) e solugéo de
vitaminas (Sigma) adicionadas de Yeast Carbon base (YCB - Difco, Detroit, MI, USA),
ajustado a pH 5, esterilizado por filtracdo e adicionado de agar (2%) autoclavado. A
padronizacdo do inbéculo foi feita conforme descrito para o teste de producdo de
fosfolipase. As placas foram incubadas durante sete dias a 37°C e a leitura da atividade
enzimatica (Pz) seré realizada utilizando-se o mesmo calculo da atividade para fosfolipase.

Capacidade de aderéncia a células epiteliais bucais

Os testes de aderéncia de Candida a células epiteliais foram realizadas de acordo
com SOBEL et al. (1981) e KIMURA & PEARSALL, (1997), adaptado por LIMA NETO
(2007).

As células de leveduras desenvolveram-se em agar malte (Difco) por 36 h a 37°C
e ressuspensas em 2 mL de tampao fosfato (PBS) 0,1M, ph 6,8 e 4°C, lavadas duas vezes
em 2 mL de PBS sob centrifugacdo (2500rpm, 5 min cada) e ressuspendidas em PBS a
uma concentragdo de 2x107 células.mL™ determinada por espectrofotometria.

As células epiteliais foram coletadas de um voluntario adulto e saudavel através
de escarificacdo suave da mucosa oral com “swabs” esterilizados. Em seguida, as células

foram suspensas em 5 mL PBS para liberar as células. As suspensdes de células epiteliais
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foram lavadas duas vezes em 5 mL de PBS sob centrifugacéo (2500rpm, 5 min cada) para
remover as bactérias que estivessem aderidas. As células foram ressuspensas em PBS a
uma concentragdo de 4x10* células.mL™ determinada por espectrofotometria. Apds as
lavagens, foram avaliadas morfologicamente a integridade e viabilidade das células
epiteliais. O teste de aderéncia entre células epiteliais bucais e células de leveduras foi
realizada através da unido de 1 mL de cada suspensdo numa proporcao de 1:1 em tubos
de ensaio colocados sob suave agitagdo durante 2 h a 37°C. Na etapa seguinte, foi
adicionado o corante azul de metileno, com pipeta de Pasteur, e preparadas as laminas
para observacao microscopica na objetiva de 40x. Na determinacédo dos resultados foram
visualizados 10 (dez) campos por lamina e usados os seguintes parametros: (+) intensa
aderéncia (quando mais do que 50% da superficie das células epiteliais estiver aderida
pelas células de levedura), (-) fraca aderéncia (quando a superficie das células epiteliais

estiver aderida pelas células de levedura em até 50%), (0) sem aderéncia.

RESULTADOS

Na presente pesquisa, foram coletadas amostras de bolsas periodontais de 60
pacientes com periodontite, sendo 30 diabéticos (grupo caso) e 30 pacientes ndo diabéticos
(grupo controle). Deste estudo participaram 19 homens e 41 mulheres, ndo sendo
encontrada diferenca estatisticamente significativa (p=0,579) entre os grupos com relacédo
ao sexo (Tabela 1). A idade dos participantes da pesquisa variou de 24 a 69 anos, com média

de 56 anos no grupo caso e 50 anos no grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 1 - Numero de individuos que participaram da pesquisa conforme o0 sexo

Sexo Grupo caso (C) Grupo controle Total
(CTL)
n (%) n (%) N (%)
Masculino 8 (26,7) 11 (36,7) 19 (31,7)
Feminino 22 (73,3) 19 (63,3) 41 (68,3)

p valor = 0,579 Mann Whitney

Tabela 2 - Faixa etaria média dos participantes da pesquisa.

Idade Grupo caso Grupo N (total)
controle
Mediana 56 (51,2-62) 50 (41,8-58) 53 (46,8-59,5)

Fonte: dados da pesquisa

Leveduras do género Candida foram isoladas de bolsas periodontais de 12 (40%)
dos pacientes diabéticos, sendo C. albicans a espécie mais frequente (23,3%), seguindo-
se C. krusei (6,7%), C. tropicalis (6,7%) e C. glabrata (3,3%). Da bolsa periodontal de
pacientes sem diabetes, foram isoladas leveduras do género Candida em 13,3% dos
pacientes (n = 4), sendo C. albicans a mais prevalente (6,7%), sequido de C. krusei (3,3%)

e C. tropicalis (3,3%), havendo diferenca estatistica entre os grupos (p=0,041) (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3: Espécies de Candida isoladas de bolsas periodontais de diabéticos.

Espécies N° de isolados Frequéncia
(%)

C. albicans 7 23,3

C. tropicalis 2 6,7

C. krusei 2 6,7

C. glabrata 1 3,3

Total 12 40

Fonte: dados da pesquisa
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Tabela 4 - Espécies de Candida isoladas de bolsas periodontais de individuos do grupo
controle.

Espécies N° de isolados Frequéncia
(%)
C. albicans 2 6,7
C. tropicalis 1 3,3
C. krusei 1 3,3
C. glabrata - .
Total 4 13,3

Fonte: dados da pesquisa

Dos individuos examinados (grupo caso e controle), 16 (26,7%) apresentaram
leveduras do género Candida somente em regides onde a sondagem de profundidade foi
maior que 5 mm (gréaficol).
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Gréfico 1 - Presenca de leveduras de acordo com profundidade de sondagem e idade dos
grupos da pesquisa

Fonte: dados da pesquisa
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Individuos diabéticos com glicemia e hemoglobina glicada elevadas apresentaram
uma percentagem significativamente mais elevada de leveduras nas bolsas periodontais (p
= 0,006 e 0,005 respectivamente) do que individuos ndo diabéticos (Grafico 2; Tabela 5).
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. + albicans
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GLICEMIA

tropicalis
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Graéfico 2 - Espécies de Candida isoladas segundo valores de glicemia e hemoglobina
glicada (HG), nos grupos caso (C) e controle (CTL), N= negativos.

Teste de Mann Whitney (p< 0,05)

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 5 - Presenca de Candida spp. segundo valores de glicemia e Hemoglobina
glicada de pacientes diabéticos e controle.

Diabéticos Controle

Glicemia>126 Glicemia<126 Glicemia >126 Glicemia<126
HG >7 HG <7 HG>7 HG<7

Candida (+) 12 - - 4

Candida (-) - 18 26 -

Teste de Mann Whitney

(p valor=10,06 e 0,05)

Fonte: dados da pesquisa

Os resultados expressos como valores de Pz médio para cada grupo foram

analisados pelo teste estatistico de Mann-Whitney, em nivel de significancia de 5%.
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Todos os isolados (grupo caso e controle) de C. albicans mostraram alta atividade
de proteinase e fosfolipase. Os valores de Pz para atividade de proteinase dos isolados de
C. albicans do grupo caso e controle variaram de 0,41-0,46 e 0,40-0,46, respectivamente,
sendo os isolados fortemente positivos para a producdo de proteinase, e os valores méedios
de Pz para atividade de fosfolipase dos grupos caso e controle variaram de 0,42-0,52 e

0,43-0,58, respectivamente, com alta atividade de fosfolipase.

Os isolados de C. tropicalis apresentaram atividade de proteinase com valores de
Pz variando de 0,61-0,69 e 0,69 nos grupos caso e controle, respectivamente, e Pz de 0,45-
0,57 e 0,67 para atividade de fosfolipase nos grupos caso e controle, respectivamente. C.
krusei tiveram atividade de proteinase com Pz valores de 0,69-0,79 e 0,77 nos grupos caso
e controle, respectivamente, e ndo apresentaram atividade de fosfolipase. J& os isolados
de C. glabrata apresentaram atividade de proteinase somente no grupo caso, com Pz valor
de 0,63. Os isolados foram categorizados por seus niveis de producdo de fosfolipase e

proteinase. A atividade destas enzimas € mostrada na Tabela 6.

No presente estudo, ndo houve diferenca estatistica nas atividades de proteinase e

fosfolipase dos isolados de Candida entre os grupos analisados (Figura 8).

Figura 4 - C. albicans isoladas de pacientes diabéticos produtoras de fosfolipase em
meio ASD enriquecido com gemas de ovos a 37°C ap0s 72h

Fonte: o autor
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Figura 5 - C. albicans isoladas de pacientes diabéticos produtoras de proteinases em
meio com albumina a 37°C ap0s 7dias.

Fonte: o autor

Tabela 6 -Valores de Pz obtidos nos testes de producdo de proteinase e fosfolipase pelo
isolados provenientes dos grupos diabéticos e controle

Producao de enzimas (Pz valor)
Grupo caso Grupo controle
Espécies n fosfolipase n proteinase n fosfolipase n proteinase
C. albicans 7 0,42+0,10 7 0,41+0,05 2 0,43+0,15 2 0,43+0,03
C.tropicalis 2 0,45+0,12 2 0,61+0,05 1 0,41+0,13 1 0,69
2 1 2
1

C. krusei 0,69 1 1 1 0,77

C. glabrata 1 1 0,63 - - - -

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa (p=0,269).

Fonte: dados da pesquisa
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Atividade de proteinase positiva

C. glabrata 0_ 1

i 1
Cleusel | — -
c.tropicalis | >
i 2
C.atbicans | —— 7

0 1 2 3 4 5 6 7 8
C. albicans C. tropicalis C. krusei C. glabrata
H Controle 2 1 1 0
M Diabéticos 7 2 2 1

H Controle M Diabéticos

Gréfico 3 - Distribuicdo das amostras de Candida provenientes da bolsa periodontal de
pacientes diabéticos e controle segundo a atividade de proteinase.

Fonte: dados da pesquisa

M Pz<0,63 muito positiva
0,63<Pz<1 positiva

B Pz=1 negativa

1 I
0
C. albicans C. tropicalis C. glabrata C. krusei

Gréfico 4 - Atividade de fosfolipase das espécies de Candida isoladas de bolsas
periodontais de diabéticos

Fonte; dados da pesquisa
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2,5

1,5
Pz<0,63 muito positiva

0,63< Pz<1 positiva

1 ] mPz=1 negativa

0,5

C. albicans C. tropicalis C. krusei

Gréfico 5 - Atividade de fosfolipase das espécies de Candida isoladas de bolsas
periodontais de pacientes do grupo controle.

Fonte: dados da pesquisa

A capacidade de aderéncia dos isolados de Candida as células epiteliais esta
sumarizada na Tabela 7. Sete dos 9 (77,7%) isolados de C.albicans e dois dos 3 de C.
tropicalis (66,7%) aderiram fortemente, enquanto que todos os isolados de C. krusei e um
isolado de C. glabrata apresentaram fraco padrdo de aderéncia. N&o houve diferenca
significativa entre os grupos, apesar do maior nimero de isolados de espécies de Candida

dos pacientes diabéticos apresentaram capacidade de adesdo.
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Tabela 7 - Avaliacao da capacidade de aderéncia a célula epitelial bucal (CEB) de isolados
de Candida obtidos de bolsas periodontais de pacientes diabéticos e controle

Etiologia Numero médio de leveduras aderidas a 10 CEB + dp
Diabéticos Controle

C. albicans* 145+33 120+31

C. tropicalis®™ 125174 111

C. krusei® 17+11 44

C. glabrata® 41 SA

Alta aderéncia (xx), fraca aderéncia (0), SA= sem aderéncia

dp= desvio padréo

A B

Figura 6 - Fraca aderéncia de C. Krusei (A) e alta aderéncia de C. Albicans (B) as células
epiteliais orais. Ampliagéo: 40x

Fonte: dados da pesquisa

DISCUSSAO

Candida é o agente etioldgico mais frequente de infec¢des fungicas. Ela provoca
infecgBes oportunistas principalmente em pacientes imunodeprimidos. Doengas como a
diabetes mellitus, insuficiéncia renal, transplante de Orgdos, e neutropenia sdo 0s

principais fatores predisponentes para infec¢des por Candida.
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A capacidade de producéo de proteinase e de fosfolipase, aderéncia a superficie de
células do hospedeiro, além de resisténcia aos antifingicos sdo considerados importantes
fatores de viruléncia para espécies de Candida, podendo desempenhar um papel essencial
na capacidade de se estabelecer como um microrganismo infeccioso e colonizador
(CALDERONE & FRONZI, 2001; YANG Y.L., 2003).

A producdo de proteinase aumenta a capacidade de colonizacdo e penetracdo no
tecido hospedeiro, destruindo seu sistema imunitario. (KANTARCIOGLU e YUCEL,
2002). Enzimas lipoliticas, tais como fosfolipases, penetram na célula hospedeira
aumentando a adesdo as células epiteliais com consequente invasdo do epitélio oral,
favorecendo as infecgdes por Candida (TREVINO-RANGEL et al., 2013). Estudos
anteriores confirmaram que a alta producéo de fosfolipase esta ligada a um maior grau de
patogenicidade (MITROVIC et al., 1995; NIEWERT; KORTING, 2001).

Os isolados de Candida albicans e C. tropicalis produziram maior atividade de
proteinase e fosfolipase que as demais espécies (Tabela 7). Esta observagdo concorda com
os resultados de D’Ega Junior et al. (2011) que comparando in vitro a producdo enzimatica
de isolados de Candida spp., observaram que a maioria dos isolados de Candida albicans
foram produtores de proteinase e fosfolipase e 91,7% dos isolados de C. tropicalis

apresentaram atividade de fosfolipase.

Neste trabalho, embora ndo estatisticamente significativo, os isolados de C.
albicans produziram mais proteinase e fosfolipase do que espécies de Candida ndo-
albicans sendo detectados em 100% de seus isolados. Estes resultados podem ser
atribuidos a caracteristica da cepa, concordando com o resultado de outros autores que
observaram que Candida albicans apresentou um percentual significativamente maior de
isolados produtores de proteinase e fosfolipase num estudo sobre a producdo de
fosfolipase e proteinase em isolados clinicos de varias espécies de Candida
(KANTARCIOGLU E YUCEL, 2002; SILVA, J.0. et al., 2007).

No presente estudo ndo houveram diferencas estatisticas quanto aos fatores de
viruléncia produzidos por isolados de Candida albicans entre individuos do grupo
controle e em pacientes diabéticos, concordando com resultados obtidos por outros autores
que apontaram variagOes de atividade enzimatica entre 60% a 100% para proteinase e 50
a 100% para fosfolipase (SAMARANAYAKE et al., 2002; MANFREDI et al., 2006;
KOMIYAMA et al. 2007; ARSLAN et al., 2016).
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Entretanto, MANFREDI et al. (2006) demonstraram que a expressao de proteinase
ndo é significativamente mais elevada em isolados de Candida de pacientes com diabetes
quando comparados aos pacientes saudaveis e que pacientes com diabetes tipo 2 tém
maiores niveis de proteinase do que os pacientes com diabetes tipo 1. No presente estudo,
ndo houve diferenca estatistica nos niveis de proteinase e fosfolipase observados entre os
pacientes diabéticos e ndo-diabéticos, concordando com outros autores (MANFREDI et
al., 2006; ARSLAN et al., 2016).

Estudos relataram que 30 a 100% dos isolados orais de C. albicans produzem
fosfolipases com graus varidveis de atividade enzimatica (HANNULA et al., 2000;
BARROS et al., 2008, SARDI et al., 2012). Em nossa pesquisa, uma alta atividade de
fosfolipase e proteinase foi detectada em 100% dos isolados de Candida albicans de
diabéticos, concordando com o estudo de TSANG et al., (2007), que encontraram uma

alta atividade de proteinase em pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

No nosso estudo, isolados de C. tropicalis apresentaram atividade de proteinase e
fosfolipase, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os grupos caso e
controle. C. krusei apresentou positividade para proteinase e nenhuma atividade de
fosfolipase entre os dois grupos de pacientes, e C.glabrata isolada do grupo de diabéticos
apresentou somente atividade de proteinase.

Estas observacdes sdo em desacordo com os resultados obtidos por Rorig et al.,
(2009), que determinou que isolados de C. albicans apresentaram a maior producao
enzimatica e que as espécies C. glabrata e C. parapsilosis ndo revelaram atividade de
fosfolipase e proteinase. Da mesma forma, um estudo realizado por Negri et al., (2010)
observaram que apenas um isolado de C. tropicalis dos sete obtidos a partir de um cateter

venoso central foi positivo para atividade de fosfolipase.

Neste trabalho, todos os isolados de C. albicans das bolsas periodontais dos dois
grupos apresentaram uma atividade muito forte de fosfolipase e proteinase. As espécies
de Candida ndo-albicans mostraram atividade de proteinase e média ou nenhuma
atividade de fosfolipase. Contrariando esses resultados, Oksuz et al., (2007) estudaram
amostras de Candida e verificaram que a maioria de espécies de C. albicans
desenvolveram fortes atividades de enzimas. Dentre as espécies ndo-albicans, os isolados

desenvolveram alta atividade de fosfolipase e baixa de proteinase.



158

Candida tropicalis € um patogeno conhecido por ser importante nas infeccbes
nosocomiais (KOTHAVADE et al., 2011; NEGRI et al., 2010). Todos os isolados de C.
tropicalis analisados no nosso estudo apresentaram atividade de proteinase e fosfolipase,
enzimas consideradas como importante fator de viruléncia e que podem estar envolvidas
na patogénese de espécies de Candida albicans (YAMAMOTO et al., 1992).

Os resultados para a C. glabrata indicam que esta espécie pode produzir
proteinase, 0 que poderia estar relacionado a viruléncia dessa espécie. Estes dados séo
importantes e diferentes da maioria dos encontrados na literatura que afirmam que C.
glabrata ndo produz niveis significativos de atividade de proteinase (KANTARCIOGLU
& YUCEL, 2002; KAUR et al. 2005).

MANE et al. (2011) avaliaram a producdo de enzimas de proteinase e fosfolipase
de C. albicans e os resultados foram 89,7% e 59,0%, respectivamente. No nosso estudo,
100% dos isolados de C. albicans apresentaram atividade proteolitica e de fosfolipase, o
mesmo sendo observado por outros autores (OLIVEIRA et al,1998; BOSCO et al, 2003;
LYON e RESENDE, 2006). Todos esses fatores de viruléncia aumentam a patogenicidade
da Candida, que poderia colaborar na progressdo da doenca periodontal, principalmente

em pacientes imunodeficientes.

A adesdo das células de Candida as células epiteliais bucais (CEB) é um fenédmeno
complexo e multifatorial que se baseia na expressdo de diversos tipos de adesinas nas
superficies de células modificadas morfologicamente. Além disso, possuem a habilidade
em formar biofilme sobre as células do hospedeiro resultando na estabilidade da aderéncia
do fungo aos tecidos (KHAN, 2010).

No presente estudo, os isolados de C. albicans apresentaram maior adesdo a célula
epitelial bucal do que espécies de Candida ndo-albicans, contudo essa diferenca nao foi
estatisticamente significativa entre os grupos analisados, concordando com estudo feito
por Costa, (2009), que avaliou fatores de viruléncia e caracteristicas moleculares de
leveduras do género Candida isoladas de amostras do sangue, de cateter de pacientes
nosocomiais e da cavidade bucal de pacientes HIV positivos, verificando que a capacidade
de aderéncia a celula epitelial foi maior em C. albicans que Candida n&o-albicans, no
entanto nao houve diferenga de comportamento entre os isolados obtidos dos diferentes

locais estudados.
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A alta habilidade de aderéncia apresentada por C. albicans pode indicar maior
viruléncia quando comparadas as espécies de Candida nao-albicans. A aderéncia pode ser
considerada como processo multifatorial especifico envolvendo vérios tipos de adesinas
na superficie das células de Candida além da variedade de sitios de ligacdo as células do
hospedeiro (KENNEDY, 1988).

Outros estudos também demonstraram que espécies de C. albicans sdo mais
aderentes as células epiteliais bucais que outras espécies de Candida (BIASOLI;
TOSELLO; MAGARO, 2002; LYON; RESENDE, 2007; COSTA et al., 2010, DINIZ,
2011), entretanto ha pouca informacéo sobre espécies menos patogénicas como C. krusei
(SAMARANAYAKE et al., 1998). Em nossa pesquisa, isolados de C. albicans
apresentaram maior mediana de adeséo a célula epitelial bucal que os isolados de Candida
ndo-albicans, entretanto ndo houve diferenca estatistica entre eles (p= 0,269)
provavelmente ao reduzido nimero de amostras. Candida albicans foi a que apresentou
maior capacidade de adesdo seguida de C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei, corroborando
com resultados de Lyon e Resende (2006). C. krusei é uma espécie pouco patogénica e
com baixa capacidade de aderéncia (SAMARANAY AKE et al., 1998).

A baixa patogenicidade de C.krusei verificada em nossa pesquisa reflete uma
habilidade reduzida em se aderir as células epiteliais bucais. Estudos realizados por
Samaranayake et al. (1994) demonstraram que a aderéncia de C. krusei as células epiteliais

bucais de individuos saudaveis foi 10 vezes menor que para C. albicans.

Samaranayake et al. (1998) avaliou a patogenicidade, colonizacdo e infectividade
de C. krusei e C. albicans na mucosa oral de ratos normais e imunocomprometidos,
demonstrando que C.albicans foi capaz de colonizar linguas dos dois grupos de animais.
C.krusei néo foi capaz de infectar animais normais, entretanto provocou lesées extensas

em ratos imunocomprometidos.

Uma reviséo da literatura discutiu os avancos recentes no conhecimento de fatores
de viruléncia de Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida tropicalis,
especificamente os de ades@o e formacéo de biofilme, que sdo componentes-chave na
patogenicidade de espécies de Candida. Todas as espécies analisadas foram capazes de
formarem biofilme, sendo menos extensos para C. glabrata em comparacdo com C.

parapsilosis e C. tropicalis O estudo demonstrou que a capacidade de formacdo do
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biofilme, a estrutura e composicdo da matriz sdo altamente dependentes das espécies
(SILVA, S. etal., 2011).

Apesar dos resultados desse trabalho ndo indicarem diferengas estatisticamente
significativas na maior producdo de fosfolipase e proteinase por cepas de C. albicans
provenientes de pacientes diabéticos com periodontite, tais enzimas sdo consideradas
importantes na invasao tecidual (GHANNOUM & ABU-ELTEEN, 1990; NIEWERTH e
KORTING, 2001), e este pode ser um dado importante para o entendimento do papel das
leveduras do género Candida na patogénese da doenca periodontal em diabéticos.

CONCLUSOES

1. Leveduras do género Candida foram isoladas de bolsas periodontais de 12 (40%) dos
pacientes diabéticos, sendo C. albicans a espécie mais frequente (23,3%), seguindo-se C.
krusei (6,7%), C. tropicalis (6,7%) e C. glabrata (3,3%).

2. No grupo controle foram isoladas leveduras do género Candida em 13,3% dos
pacientes sendo C. albicans a mais prevalente (6,7%), seguido de C. krusei (3,3%) e C.

tropicalis (3,3%), havendo diferenca estatistica entre os grupos (p=0,041).

3. Individuos diabéticos com glicemia e hemoglobina glicada elevadas apresentaram uma
percentagem significativamente mais elevada de leveduras nas bolsas periodontais (p =
0,006 e 0,005 respectivamente) do que individuos ndo diabéticos.

4. Todos os isolados (grupo caso e controle) de C. albicans mostraram atividade de
proteinase, fosfolipase e aderéncia as células epiteliais.

5. Os isolados de C. tropicalis apresentaram atividade de proteinase e fosfolipase e
moderada aderéncia nos dois grupos, C. krusei apresentou positividade para proteinase
somente nos diabéticos, pouca aderéncia e nenhuma atividade de fosfolipase entre os dois

grupos, e C.glabrata apresentou somente atividade de proteinase no grupo de diabéticos.

Considerando-se a colonizacdo e o desenvolvimento de fatores de viruléncia das
cepas de C. albicans e ndo-albicans isoladas, poderiamos sugerir uma correlacéo entre a
producdo desses fatores e sua patogenia, principalmente se isoladas de individuos
diabéticos considerados clinicamente imunocomprometidos. A presenca de fatores de
viruléncia nas amostras isoladas de bolsas periodontais de pacientes diabéticos sugere a
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importancia do estudo sistematico desses fatores, visto que a periodontite pode ser o foco

de disseminacéo de infecgdes profundas.
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APENDICE

1) Meio Agar Sabouraud Dextrose (LACAZ et al., 2002)

Dextrose (Synth).........ccccevevviieivennene, 409

Peptona (Merk).........ccovvvveneniiniennnnn 10g

Agar bacteriol6gico (Difco).................. 15¢
Agua destilada.............cccoveveeereieereinnns 1000 ml

Distribuir em tubos 20x200 mm e autoclavar a 121° C durante 15 minutos. A seguir,

solidificar na posicéo inclinada de 45°. Conservar em geladeira a 4°C.

2) CHROMagar Candida (ODDS e BERNAERTS, 1994)

Mistura Cromogénica...........ccccevvereevesreennn. 224
Peptona (Merk).......cccooeevveiinieniniceeee 10,29
Cloranfenicol..........ccocooeeviiiiiieieccce, 0,59
Agar bacterioldgico (Difco)...........evuene... 15g
Agua destilada.............cccoooveeveeeieeieeeen, 1000ml

Dissolver 47,79 da mistura em 1000 ml de agua destilada aquecida, e apds

homogeinizacéo , distribuir 20 ml em placas de Petri (90mm de didmetro).

Conservar em geladeira a 4° C.
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3) Agar fosfolipase (PRICE et al., 1982)

Peptona (Merk)........ccoovvveieneneiininieeee, 10g
Glicose (ISofar).......ccccvvevveveiieeii e 209
Cloreto de Calcio (Reagen).........cccceevrvvennene 0,559
Cloreto de sédio (Reagen)..........ccccevevveennene. 57,39
Agar bacterioldgico (Difco).........cc.ccovun.e.. 20g
Emulséo de gema de ovo a 50%................... 160ml
Agua destilada..........coooevereeeereeieeeeieans 1000ml

Adicionar os componentes em baldo volumétrico, acrescentar dgua destilada,
esterilizar em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Adicionar 160ml de emulséo de ovo a
50% (80g de gema de ovo homogeneizada com 80ml de solucéo fisiologica esterilizada).
Distribuir em placas de Petri (90mm de diametro), e conservar em geladeira a 4°C.

4) Agar proteinase (RUCHEL et al., 1982)

YCB- Yeast Carbon Base (Difco)............ 11,79
Albumina Bovina Fragdo V (Sigma)............ 29
Agar bacterioldgico (Difco)...........ccovuee... 209
Protovit (ROChE)......ccccvevevieiieeiiece e 2,59

Agua destilada............cccoveveerereeeereeeerninn. 1000ml
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Dissolver os componentes num béquer com &gua destilada e esterilizar por
filtracdo utilizando membrana Millipore de 0,22um. A seguir, acrescentar o protovit
e a albumina ao agar bacteriolégico adicionado de YCB e agua destilada previamentes
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. Distribuir em placas de Petri

(90mm de didmetro) e conservar em geladeira a 4°C.

5) Solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%)
Cloreto de SOdi0.......cceevvreveeeeiinnne 0,859
Agua destilada............co.overerrinnnnne. 100ml
Adicionar o cloreto de s6dio na 4gua destilada e homogeneizar. Distribuir em

tubos de 10x75mm e autoclavar a 121°C durante 15 minutos e conservar em geladeira a
4°C.

6) PBS (tampé&o sulfato salino)

Cloreto de SOAI0  ..ooveeeieiceeecere e 89
Cloreto de POtASSIO  .....ccceevvveiiiiiciiece e 0,29
Fosfato de SOdio dibassico ..............ceoviiiiiiienn. 1,449
Fosfato monobésico de POtassio  ................c.e.. 0,249
Agua destilada ..........ccooooieiiiieeieeeeeeee s 800 mL

Adicionar os componentes na agua destilada e homogeneizar. Completar o volume
para 1L adicionando agua destilada. Ajustar o pH a 7,4 com HCL e autoclavar a 121°C

durante 15 minutos e conservar em geladeira a 4°C.
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ANEXOS

1. AUTORIZACAO PLATAFORMA BRASIL

DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da prevaléncia e do perfil de viruléncia de Candida spp.
bucais isoladas de pacientes portadores de doenca periodontal e diabetes tipo 2

Pesquisador Responsavel: Cristiano Silva Pontes

Versao: 3

CAAE: 46940315.7.0000.5020

Submetido em: 24/07/2015

Instituicdo Proponente: Programa de Pds-Graduagdo em Salde, Sociedade e Endemias
na Amazonia

Situacéo da Verséo do Projeto: Aprovado

Localizacéo atual da Versao do Projeto: Pesquisador Responsavel
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2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

el N Ministério da Salide
({ \)
\ -‘( ) FIQCRUZ
Nt 2 Fundagho Oswalde Cruz
UFAM Centro de Pesquisa Lednidas @ Maria Deana

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITULO LEONIDAS E MARIA DEANE (CPgLMD-FIOCRUZ)

Projeto: Avaliacdo da prevaléncia e dos fatores de viruléncia de Candida spp. bucais
isoladas de pacientes portadores de doenca periodontal e diabetes tipo 2.

Pesquisador Responsavel: Cristiano Silva Pontes ( pontescs@uol.com.br)
Endereco: Institulo Le6nidas e Maria Deane (CPqLMD-FIOCRUZ)
Rua Terezina, 476. Adriandpolis. Manaus - AM. CEP: 69.057-070. Tel.: +55 (92) 3621-2323.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avalia¢do
da prevaléncia e do perfil de viruléncia de Candida spp. bucais isoladas de pacientes

portadores de doenga periodontal e diabetes tipo 2”.

Neste estudo pretendemos avaliar a prevaléncia e o perfil de viruléncia de espécies de
Candida bucais na regido periodontal de portadores de doenca periodontal e diabetes

tipo 2.

O motivo que nos leva a pesquisa € a caréncia de estudos sobre a distribuicdo desses micro-
organismos na doenca periodontal de individuos imunocomprometidos, principalmente

em diabéticos.

Sua participacdo é voluntéria e se dara por meio de anamnese, solicitacdo de exames
hematoldgicos de glicemia e hemoglobina glicada na rede de saide do municipio de
Manaus, exame clinico periodontal, enxagues bucais, uso de Swabs e pontas de papel

absorvente estéreis para a coleta de material.

Para participar deste estudo vocé nédo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e
estard livre para participar ou recusar-se a participar. Poderd retirar seu consentimento ou

interromper a participacdo a qualquer momento. A sua recusa em participar ndo acarretara
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qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador. O
pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados
da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu nome ou o material que
indigue sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. O (A) Sr (a) ndo sera
identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Em caso de duvidas
com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica
em Pesquisa — CEP/UFAM, Rua Teresina, 495, Adriandpolis, Manaus-AM, telefone (92)
3305-5130. Qualquer outra informacdo, podera contactar o pesquisador no Ceo-UEA, Rua
Celetra 4, Adrianopolis, Manaus-AM, CEP 69057-150, TEL.: 092-3236-6758.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Centro de Especialidade Odontoldgica
da Universidade do Estado do Amazonas e a outra sera fornecida a vocé. Caso haja danos

decorrentes dos riscos previstos, o pesquisador assumird a responsabilidade pelos

mesmos.
Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos do estudo “Avaliagao

da prevaléncia e do perfil de viruléncia de Candida spp. bucais isoladas de pacientes
portadores de doenga periodontal e diabetes tipo 2”, de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas

informacdes e modificar minha deciséo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma coOpia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duvidas.

Manaus, de de 2015.

Nome Assinatura participante Data

Nome Assinatura pesquisador Data

Nome Assinatura testemunha Data
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3. QUESTIONARIO DE PESQUISA

Nome:

Data de nascimento: Idade: Sexo: fem ( )masc( )
Diabético: sim( )ndo ( )

Medicamentos em uso para diabetes:

Outros medicamentos em uso:

Faz acompanhamento médico: sim () ndo ( )

Ultima visita ao dentista:

Fez tratamento periodontal: sim () ndo ( )

Fuma: sim( )ndo ( )

Usou antibiotico nos Gltimos 6 meses? sim () ndo ()

Usou antifungicos nos Gltimos 6 meses? sim () nao ()

Outra imunossupressao que nao seja diabetes? sim () ndo () Qual?
RESULTADOS LABORATORIAIS

Data do exame:

Glicemia em jejum:

Hemoglobina glicada:

Tabela de registro do CPI.

17/16 11 26/27

46/47 31 36/37



4. FICHA PERIODONTAL

Anexo 1 - Ficha e Formulario

+SUS . EXAMINADOR ~ ORIG/DUP
Tk Ficha de Exame [ ] []
PESQUISA ESTADUAL
DE SAUDE BUCAL 0’5
M® IDENTIFICAGAD MUNICIPIO SETOR CENSITARIO DOMICILIO

HEEEpEEENERE

INFORMAGOES GERAIS

Idade I:l:l Sexo I:l Cor/Raga I:l Realizagdo do Exame I:l
em anos
1- Realizado
1- Masculino L Blarica 4-Part:la 2- Ndo realizado- falta de autorizaggo
A 2- Preta 5- Indigena o3 % E o -
2- Feminino 3- N8o realizado- autorizado mas n8o permitido
3- Amarela 5 % i
4- N&o realizado—auséncia do morador

5- N&o realizado por outras razdes

EDENTULISMO

0-N&o usa

1- Usa uma Ponte Fixa (PF)

2- Usa mais doqueuma PF

3- Usa Protess Pardal Removivel (PR)
4-Usa 1 oumaisPF e 1ou maisPR
5-Usa protessTotal

8- Sem informagdo

USO DE PROTESE
Sup  Inf

L]

Overjet maxilar Dverjet mandibular
Anterior em mm Anterior em mm

F S E

(15-19, 3544 e 65 anos e mais)
NECESSIDADE DE PROTESE

CONDIGAO DA OCLUSAO DENTARIA (15- 19 anos)

Mord|da abertavertical Relagio molar antero-
anterior em mm

CARIE DENTARIA E NECESSIDADE DE TRATAMENTO
(15-19, 35-44 e 65 anos e mais)

0- N3o necesita

1- Necessitade 1 PF ou PR {1 elemento)
2-Nec. De 1PF ou PR (maisde 1 elemento)
3-Nec. Deuma combinagdo de proteses(PF
e/ou PR para 1 oumaisde 1 elemento)
4-Nec.de 1 ProteseTotal

8- Sem Informagdo

Sup Inf

1]

| Angle
0-Classel

posterior

0-MNormal
1- Meia Clspide
2- Caspide Inteira

2-Classelll

D— —
18 17 16 15 14 13 12 11 M 99 93 25 98 27 28
COROA ®
TRAT.
48 47 46 45 44 43 42 4 31 32 33 35 36 37 38
COROA
TRAT.
—
0- Coroa Higida 5- Dente Perdido por Outra razdo 0- Nenhum Tratamento 5- Tratamento Pulpar ou Restauracio
1-Coroa Cariada 6- Dente com selante 1- Restauragdo uma superficie 6-Extracdo
2- Restaurada mascariada 7-ApoiodePonteouCoroa 2- Restauragiode 2 oumaissuperfide 7- Remineragdo de Mancha Branca
3- Restaurada sem carie B- Coroa ndo erupdonada 3- Coroa por qualquer razdo 8- Selante
4- Dente perdido devido & carie T-Trauma 9- Excluido 4- Faceta Estética 9-Sem InformacSo
CONDIGAO PERIODONTAL
— —
17116
0- Normal 1
1- Sangramento a sondagem ) —
2-Calculo 2126 i
3-BolsadedaSmm 37136
4- Bolsa 6 ou mais mm 29
X- Auséncia
47/46
SANGRAMENTO Calculo Bolsa
GENGIVAL Dentdrio

Periodontal
AT
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5. Autorizacdo CEO-UEA

Governo do Estado do Amazonas “\'(
MEA UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS ; && :
i i Escola Superior de Ciéncias da Satde - UEA 3 l .

AMAZONAS

Policlinica Odontolégica da UEA
Processo 2015/00021176

AUTORIZAGAO

Autorizamos o atendimento dos pacientes do projeto de pesquisa intitulado
“AVALIACAO DA PREVALENCIA E DOS FATORES DE VIRULENCIA DE CANDIDA spp.
BUCAIS ISOLADAS DE PACIENTES PORTADORES DE DOENCA PERIODONTAL E DIABETES
TIPO 2”, coordenado pelo pesquisador Cristiano Silva Pontes, podendo para tal fim
utilizar as dependéncias e equipamentos do Centro de Especialidades Odontolégicas-
CEO-UEA.

Manaus, 13 de agosto de 2015
/

Marco F’iosi’i Junior”
7o MarcoFiof Junef
Direﬁgtﬂaﬂoliclini{:% fontolégica da UEA
L [O diea OdOTIOR
" _,ﬁapq\so,mv:% ¢ S
d ?5 é\:zxé\dade o Esiado g0 AL
cl f

\

. Pm@-s‘w\i‘g%:
Shirley Matia

Gerente do Ceo-UEA

Araujo Passos

Av Codajas esq c/ Presidente Castelo Branco,1780 Cachoeirinha CEP: 69065-015
(92) 3878-7850/3878-7860/3878-7862

www.uea.edu.br



