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Resumo

Durante as ultimas décadas registrou-se um aumento
das infeccoes causadas por microrganismos do género
Candida, em particular associadas a numerosas doen-
cas como a AIDS e neoplasias. Esses fatores explicam a
necessidade da implementacdao de métodos
moleculares de deteccao mais rapida, especifica e sen-
sivel. Estes dados sao de grande valia no estudo de
aspectos relacionados a epidemiologia, nas relacoes
genéticas, estudos taxondmicos, avaliacao de
polimorfismos e no estudo da resisténcia a antifingicos
das leveduras do género Candida. Considerando-se a
grande importancia clinica dessas leveduras e o signifi-
cativo avanco da genémica observado nas ultimas dé-
cadas, o objetivo desta revisao foi elucidar a
aplicabilidade da biologia molecular no estudo destes
microrganismos, contribuindo para que os profissionais
da satde possam acompanhar esses novos avancos ci-
entificos e conhecer sua aplicabilidade no diagnéstico,
no tratamento e na prevencao de patologias causadas
por leveduras do género Candida.
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INTRODUCAO

Estudos sobre patogenicidade das leveduras do gé-
nero Candida sao de extrema importancia na atualidade
devido ao aumento do numero de infeccoes mucosas
e sistémicas causadas por este microrganismo e da cres-
cente ocorréncia de infeccoes hospitalares por Candida
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atribuidas a deficiéncias na cadeia asséptica (CIRAK et
al., 2003; LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991; PINTO et al.,
2004; REISS et al., 1998; RIBEIRO et al., 2003).

Estes microrganismos comensais podem tornar-se
patogénicos em individuos sob tratamento prolonga-
do com antibidticos de amplo espectro, com doencas
degenerativas, neoplasicas ou ainda com
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas
(BRANCHINI et al., 1995; CHEN et al., 2000; PINTO et
al., 2004; TORTORA et al., 2000). A ocorréncia desta
patologia é comum na cavidade bucal de individuos
imunocomprometidos e imunocompetentes, com uma
predominancia da espécie Candida albicans (BORIOLLO
et al., 2003; HOFLING et al., 2001; PINTO et al., 2004;
WILLIAMS et al., 1995)

O interesse epidemioldgico pelas infeccoes
fungicas por espécies do género Candida tem atingido
grandes proporcoes devido, principalmente, a alta ca-
pacidade disseminadora das espécies sendo a taxa de
mortalidade relacionada a Candida albicans estimada
em cerca de 80 a 85% nos pacientes
imunocomprometidos (SCHABERG et al., 1991). Em ni-
vel hospitalar, observa-se que o género Candida é rela-
cionado a cerca de 80% das infeccoes fungicas docu-
mentadas (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

O papel dessas leveduras é indiscutivelmente im-
portante, sendo necessarios estudos que possam con-
tribuir na compreensao dos aspectos epidemiologicos,
microbiologicos, moleculares, e na acao de drogas
antifingicas sobre as espécies isoladas, principalmen-
te sobre aquelas que vém emergindo como patégenos
potenciais (BECK-SAGUE; JARVIS, 1993; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; PINTO et al., 2004; RIBEIRO, 2003;
ROSA et al., 2000; SCHABERG et al., 1991).
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Estudos envolvendo métodos moleculares podem
ampliar o conhecimento clinico da epidemiologia, per-
mitindo analisar surtos e incidéncia de transmissao.
Outro ponto importante é a possibilidade de esclare-
cer a ocorréncia de similaridade genética importante
para o rastreamento de transmissao entre pacientes
(REISS et al., 1998).

A identificacdo e o estudo molecular dos fatores de
viruléncia dos microrganismos relacionados com pato-
logias podem levar ao desenvolvimento de vacinas
direcionadas contra determinados microrganismos e ao
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (SIL-
VA, 2003).

Considerando-se a grande importancia clinica das
leveduras do género Candida e o grande avanco da
gendémica observado nas ultimas décadas, o objetivo
desta revisao foi elucidar a aplicabilidade da biologia
molecular no estudo destes microrganismos de gran-
de importancia na area médico-odontologica.

RevisAo DA LITERATURA

As leveduras do género Candida tém grande impor-
tancia pela alta freqiiéncia com que colonizam e infec-
tam o hospedeiro humano (BORIOLLO et al., 2003;
COLOMBO; GUIMARAES, 2003; ODDS, 2003; PINTO et
al., 2004; WAHYUNINGSIH et al., 2000). Embora este-
jam amplamente distribuidas na natureza como
saprofitas, podem tornar-se patogénicas na presenca de
fatores predisponentes (TORTORA, 2000).

Durante as décadas de 1980 e 1990 registrou-se um
aumento das infeccOes causadas por microrganismos
pertencentes ao género Candida associadas a numero-
sas doencas, particularmente neoplasias endoteliais e
hematolédgicas, pacientes recebendo quimioterapia ou
radioterapia, pacientes com AIDS, diabetes mellitus e
procedimentos cirdrgicos cada vez mais invasivos
(BRANCHINI et al., 1995; PINTO et al., 2004; RIBEIRO,
2003; SCHABERG et al., 1991; SHEEHAN et al., 1999).

O aumento dos casos de infeccoes oportunistas as-
sociadas a terapias imunossupressivas e doencas
debilitantes despertou um interesse maior dos profissi-
onais da odontologia, ja que a candidose bucal pode
ser considerada a manifestacdao clinica mais freqiliente
(PINTO et al., 2004; RODRIGUES et al. 2004; WILLIAMS;
LEWIS, 2000).

Outra manifestacdo patologica associada a presen-
ca da espécie na cavidade bucal é a estomatite por
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protese. Este tipo de candidose, comumente observada
clinicamente, é caracterizada pela presenca de lesoes
eritematosas relacionadas ao uso de alguns tipos de
protese reabilitadora da cavidade bucal (RODRIGUES et
al., 2004; WILLIAMS et al., 2000).

Em 1963, eram conhecidas apenas cinco espécies
de Candida como causadoras de doencas em humanos,
incluindo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
stellatoidea e C. guilliermondii. Atualmente sao conhe-
cidas cerca de dezessete espécies de Candida causado-
ras de micoses superficiais ou invasivas em seres huma-
nos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Recentemente, C.
dubliniensis foi reconhecida como uma nova espécie
cujas caracteristicas morfologicas e bioquimicas sao
muito semelhantes a C. albicans, sendo necessdria a
utilizacao de métodos moleculares para diferencia-as.
Esta nova espécie foi descrita inicialmente na Irlanda,
onde 17 a 35% dos pacientes com infeccao por HIV/
AIDS estudados estavam colonizados por esse agente
na cavidade oral (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; PIN-
TO et al., 2004; XU et al., 1999).

Candida albicans é, sem dulvida, a espécie mais
freqlientemente isolada de infeccoes superficiais e
invasivas em diferentes sitios anatbmicos e em casuistica
de todas as partes do mundo. Trata-se de levedura com
potencial patogénico bastante conhecido, apresentan-
do como principais fatores de viruléncia a capacidade
de aderéncia, o dimorfismo com producdo de estrutu-
ras filamentosas que auxiliam a invasao tissular, a
termotolerancia significativa e a producao de enzimas
como proteinases e fosfolipases (BOLDO et al., 2003;
COLOMBO, GUIMARAES, 2003; PINTO et al., 2004)

Colombo e Guimaraes (2003) citam em seu estudo
uma casuistica em que se observou que enire 1976 e
1980 as espécies de Candida representavam a 132 cau-
sa de infeccdo de corrente sanguinea, enquanto no
periodo de 1991 a 1996 passaram a ser a 42 causa de
infeccao neste sitio, perdendo em freqiiéncia apenas
para infeccoes causadas por estafilococos coagulase
negativa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. E im-
portante observar que além da alta incidéncia de
candidemia nos hospitais, esta complicacao infecciosa
apresenta indices de mortalidade geral de 60% e mor-
talidade atribuida de cerca de 40% (COLOMBO; GUI-
MARAES, 2003). Este panorama justifica a importancia
do conhecimento, por parte dos profissionais de saude,
das medidas necessarias para o diagnéstico, controle e
tratamento de infeccoes invasivas por Candida spp.
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A identificacdao de leveduras no nivel de espécie é
etapa fundamental para monitorizacao das taxas de in-
feccao hospitalar, bem como para a identificacdo pre-
coce de surtos de infeccoes por Candida (BRANCHINI
et al., 1995; CHEN et al., 2000; ODDS, 2003; PINTO et
al., 2004; REISS et al., 1998; ROSA et al., 2000; RIBEIRO,
2003). Dentre todas as peculiaridades apresentadas jus-
tifica-se, portanto, a necessidade de identificar as leve-
duras no nivel de espécie quando tais microrganismos
estdo associados a doencas sistémicas. Esse procedimen-
to é fundamental para permitir a escolha da melhor
abordagem terapéutica a ser instituida no paciente in-
fectado e em relacdao aos aspectos epidemioldgicos.

O diagnostico de candidose é geralmente baseado
na presenca de lesdoes na mucosa oral e estudos
histopatologicos. A identificacdo das espécies do géne-
ro Candida é baseada, em geral, em caracteristicas fisi-
olégicas e morfologicas. Este vem sendo considerado,
em alguns casos, um procedimento insatisfatorio, devi-
do as dificuldades técnicas relacionadas aos procedi-
mentos de cultura e a gama de variacoes encontradas
nas espécies estudadas. Os métodos de tipagem base-
ados nas caracteristicas fenotipicas, por sua vez, sao
geralmente baratos e faceis de serem realizados, mas
tém mostrado uma falha na reprodutibilidade (BOLDO
et al., 2003; BORIOLLO et al., 2003; CIRAK et al., 2003;
ROSA et al., 2000; WAHYUNINGSIH et al., 2000;
YOKOYAMA et al., 2000).

Esses fatores explicam a necessidade de métodos
de deteccao mais rapidos, especificos e sensiveis, que
sejam de grande utilidade no esclarecimento da
epidemiologia de infeccoes por leveduras do género
Candida (BRANCHINI et al., 1995;CIRAK et al., 2003;
HOFLING et al., 2001). Os métodos genotipicos sao mais
dispendiosos e requerem tecnologia sofisticada, mas
usualmente permitem uma boa reprodutibilidade
(BOLDO et al., 2003; CIRAK et al., 2003; CORTELLI et al.,
2003; HOFLING et al., 2001; ODDS, 2003; SHEEHAN et
al., 1999; WILLIANS et al., 1995).

Os recentes avancos na analise da molécula de DNA
tém facilitado parte da necessidade de identificacao de
espécies de Candida. A identificacdo precisa das espéci-
es de Candida spp. é de grande importancia devido a
alta incidéncia das candidoses na populacdo crescente
de pacientes de alto risco (REISS et al., 1998; CIRAK et
al., 2003)

Técnicas moleculares como a caracterizacao do DNA
mitocondrial, o RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), a PCR (Polymerase Chain Reaction), o
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PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis), andlise de per-
fis eletroforéticos, padroes de bandas cromossdémicas
de DNA, entre outros, sao ferramentas utilizadas na
atualidade para estudos sobre as relacoes genéticas entre
as espécies, estudos taxondémicos, avaliacdo de
polimorfismos e resisténcia a antifingicos (BIRREN; LA,
1994; BRANCHINI et al., 1995; CHEN et al., 2000; PIN-
TO et al., 2004; SHEEHAN et al., 1999; YOKOYAMA et
al, 2000).

Cirak et al. (2003) analisaram e identificaram espéci-
es de Candida pela PCR e puderam observar que a téc-
nica consegue diferenciar as cepas de C. albicans das
nao-albicans. Os autores, comparando a técnica com o
método convencional de identificacdo, concluem ser a
PCR um método confiavel e pratico. No mesmo traba-
Iho os autores conseguem aplicar a analise molecular
RFLP (analise do polimorfismo dos fragmentos origina-
dos pela utilizacdo de enzimas de restricao) posterior-
mente a diferenciacdo das cepas de Candida em albicans
e nao-albicans, para identificar as espécies de Candida.
Segundo os autores, o0 método é usado com sucesso
para identificacdo de cinco espécies de Candida.

Observa-se na literatura a aplicacao do método AP-
PCR, que se baseia na obtencao de polimorfismos de
DNA amplificados aleatoriamente, ndo necessitando de
iniciadores especificos, em estudos sobre resisténcia das
leveduras do género Candida aos antifungicos (CIRAK
et al., 2003; PINTO et al., 2004; SHEEHAN et al., 1999).

Em estudos sobre diversidades e similaridades
genotipicas das leveduras patogénicas, Xu et al. (1999),
utilizaram a técnica RAPD (Randon Amplified
Polymorphic, DNA), comparando as cepas de diferen-
tes sitios do corpo e Boldo et al. (2003), comparando
cepas de origens geograficas diversas. Os autores evi-
denciaram em seus estudos, que oS métodos
moleculares existentes para genotipagem de cepas de
leveduras sao métodos de alto poder discriminatorio e
reprodutibilidade, requerem poucos materiais e sao téc-
nicas rapidas e simples de serem realizadas.

Diferentes tipos de técnicas eletroforéticas tém sido
usados para a caracterizacao ou tipagem de Candida
(BIRREN; LAI, 1994; BORIOLLO et al. 2003; HOFLING et
al., 2001; PINTO et al., 2004; ROSA et al., 2000). Rosa
et al. (2000) avaliaram o pareamento enire os diferen-
tes métodos eletroforéticos (SDS-PAGE - proteinas to-
tais; MLEE - enzimas multiloculares) para caracteriza-
cao das espécies de Candida comumente isoladas da
cavidade oral de humanos.
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Pelo método SDS-PAGE, Hofling et al. (2001) des-
creveram a aplicacao da técnica para observar a influ-
éncia da composicdo nutricional presente nos meios
de cultura sobre a expressdao de determinadas protei-
nas de células leveduriformes. Segundo os autores, o
estudo tem implicacoes na diferenciacdo de espécies,
com objetivos epidemiolégicos, ecolégicos e
taxondmicos. Estudos recentes, como de Boriollo et al.
(2003) utilizam a técnica SDS-PAGE para avaliar os graus
de polimorfismos protéicos a fim de identificar
subespécies de C. albicans e suas similaridades, e esta-
belecer suas possiveis rotas de transmissao.

Como método de controle de infeccao hospitalar,
Branchini et al. (1995) preconizam caracterizacao
molecular de espécies de Candida por meio da técnica
de reacao de polimerase em cadeia utilizando RAPD.
As técnicas de PFGE e PCR-RAPD, segundo os autores,
podem ser utilizadas como medidas efetivas de pre-
vencdo e controle de infeccdo hospitalar.

A analise do perfil protéico por SDS-PAGE permitiu
agruparem isolados da cavidade bucal em diversos es-
tudos (RODRIGUES et al., 2004; ROSA et al., 2000), as-
sim como a técnica do PCR é muito aplicavel em estu-
dos de amostras da cavidade bucal. Esses estudos sao
amplamente difundidos na odontologia quando se
objetiva caracterizacdo de espécies, identificaciao de
isolados, fatores diagnosticos e tratamentos, dentre
outros aspectos.

Existe também Kit de testes rapidos como
Wahyuningsih et al. (2000) mostraram em seus estu-
dos. Esses autores utilizaram essa metodologia a fim de
obter dados sobre a presenca de DNA de Candida no
diagnostico de candidose invasiva, concluindo ser um
método de grande valor para identificacdo de pacien-
tes de risco para esta patologia.

Discussio

A preocupacdo dos autores ao analisar os diversos
aspectos que caracterizam o género Candida como um
grupo de microrganismo patogénico responsavel por
infeccOes graves, candidoses das mais variadas e, princi-
palmente na atualidade, com o crescimento do numero
de pacientes imunocomprometidos é evidente na lite-
ratura (BORIOLLO et al., 2003; COLOMBO; GUIMARAES,
2003; PINTO et al., 2004; REISS et al., 1998; RIBEIRO,
2003; ROSA et al., 2000; SHEEHAN et al., 1999).
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Nas ultimas décadas, com o desenvolvimento das
técnicas moleculares pode-se observar grande avanco
nos estudos voltados a identificacdo, a patogenicidade,
a resisténcia a antifungicos das leveduras do género
Candida (BIRREN; LAI, 1994; BOLDO et al., 2003;
BORIOLLO et al., 2003; BRANCHINI et al., 1995; CIRAK
et al.,, 2003; HOFLING et al., 2001; ODDS, 2003; PIN-
TO et al., 2004; REISS et al., 1998; TORTORA et al.,
2000).

Nao s6 por serem métodos rapidos, especificos e
sensiveis, a biologia molecular vem sendo utilizada no
estudo minucioso do género Candida, mas também
por serem muito mais satisfatérios que os métodos
fenotipicos, carregados de uma série de dificuldades
técnicas quanto aos procedimentos de cultura e de
identificacdo, e quanto a falta de precisao e
reprodutibilidade (BOLDO et al., 2003; BORIOLLO et
al., 2003; CORTELLI et al., 2003; ROSA et al., 2000;
YOKOYAMA et al., 2000).

Embora os métodos genotipicos tenham muitas van-
tagens, sao mais dispendiosos e requerem tecnologia
sofisticada, impedindo, muitas vezes, de serem utiliza-
dos em todos institutos de pesquisa. Deste modo, 0s
métodos de tipagem baseados em caracteristicas
fenotipicas sao ainda muito utilizados por serem, ge-
ralmente, baratos e nao apresentarem grande dificul-
dade de realizacao (BRANCHINI et al., 1995; CIRAK et
al., 2003; HOFLING et al., 2001; ODDS, 2003; PINTO
et al., 2004).

Observou-se neste estudo a aplicacao de diferen-
tes técnicas moleculares em estudos sobre as levedu-
ras do género Candida. Pinto et al (2003), Cirak et al.
(2003), williams et al. (1995), por exemplo, utilizaram
a PCR na identificacdao de Candida. Em estudos sobre
resisténcia das leveduras do género Candida aos
antifingicos, a técnica AP-PCR foi o método de elei-
¢ao (CIRAK et al., 2003; SHEEHAN et al., 1999).

Para comparacao de cepas de Candida, Xu et al.
(1999) e Boldo et al. (2003) utilizaram a técnica RAPD.
A técnica SDS-PAGE foi utilizada sob aspectos diversos,
como por exemplo, para caracterizacao da espécie
Candida (ROSA et al., 2000). Neste estudo foram des-
critas as principais técnicas que vém sendo aplicadas
em estudos sobre as leveduras do género Candida, no
entanto, diversas outras técnicas existem e também
sdo aplicaveis com esse intuito.

Na cavidade bucal a espécie é, sem duvida, uma
das mais freqiientemente isoladas de infeccoes bucais.
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O interesse reside na alta prevaléncia de candidoses
bucais, no aumento de infeccoes oportunistas, justifi-
cando a aplicabilidade das inovacoes cientificas nos es-
tudos relacionados as infeccoes orais por Candida spp.
(BORIOLLO et al., 2003; HOFLING et al., 2001; PINTO
et al., 2004; RODRIGUES et al., 2004; WILLIAMS et al.,
2000).

CoNcLUusAO

Tendo em vista 0s aspectos abordados sobre a apli-
cacdo da gendmica, observa-se que tem sido largamen-
te empregada no estudo do género Candida contribu-
indo de modo importante no estudo de métodos diag-
nosticos, terapia e prevencao de patologias causadas
por estes microrganismos.

ABSTRACT

During the decades of 1980 and 1990 an increase in
the number of infections caused by Candida genus yeasts
associated with several diseases as AIDS and cancer was
observed. These factors explain the need of the
application of faster and more specific molecular
methods of detection for Candida spp. These methods
are of utmost importance to the highlight the aspects
related to epidemiology, genetic correlation, taxonomic
studies, polymorphisms evaluation and resistance of
antifungal Candida yeasts genus. Considering the great
clinical importance of these yeasts and the great
advance of genomics observed in the last decades, the
aim of this review was to elucidate the applications of
the molecular biology for this microorganisms’study, to
contribute health professionals to follow the new
scientific improvement and to know its applicability in
diagnonis, treatment and prevention of diseases caused
by Candida genus yeasts.
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Candida. Dentistry. Molecular biology.
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