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RESUMO

A expressividade de tubos germinativos por Candida albicans favorece a capacidade de viruléncia
fangica. Nove pares de isolados bucais de C. albicans de criangas com Sindrome de Down (CCSD) e
pais e/ou responsaveis (P e/ou R) foram analisados quanto a formag&do de tubos germinativos (TG) e
com genotipagem, variando de 45 a 100%, entre os pares de C. albicans conjugados, mediante o uso
de RAPD e emprego dos primers RSD 10 e 12. Cinco pares de C. albicans (55,5%) de CCSD formaram
TG em 1h e os demais em 2h. Todos os isolados de leveduras da cavidade bucal de P e/ou R
formaram TG dentro de 2h com diferenga estatisticamente significante favordvel as CCSD. A
formacdo de tubos germinativos entre isolados bucais de C. albicans de CCSD e P e/ou R pareceu
sofrer influéncia da variabilidade genética apresentada pelas cepas desse fungo e pelo
condicionamento da situagao microbioldgica demonstrada pela cavidade bucal desses individuos
em andlise.
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ABSTRACT

The expressiveness of germ tubes for Candida albicans favors the fungal virulence. Nine pairs of oral
isolates of C. albicans in children with Down’s Syndrome (CwDS) and their parents and/or guardians (P
and/or G) were analyzed with regard to the formation of germ tubes (GT) and with genotyping, varying
from 45 to 100% among conjugated pairs of C. albicans oral isolates, by the use of RAPD and
employment of the primers RSD 10 and 12. Five pairs (55.5%) of C. albicans of CwDS formed GT in 1h and
the other ones in 2h. The yeast isolates of the buccal cavity of P and/or G formed GT within 2h with
favorable and significantly statistical difference to CwDS. The formation of GT among C. albicans of
CwDS and their P and/or G seemed to suffer influence of the genetic variability presented by the strains
of this fungus and for the conditioning of the microbiological situation demonstrated for the buccal
cavity of these individuals in analysis.
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INTRODUGCAO

A capacidade de formagdo de tubos germinativos por Candida albicans tem sido relacionada com o
aumento da viruléncia fungica [1-4]. Essa habilidade favorece uma correlagdo entre a capacidade de aderéncia
de C. albicans e o isolamento de leveduras proveniente de tecido parasitado uma vez que a espécie albicans
forma tubos germinativos mais precocemente que as demais espécies de Candida [2,5]. Vérios fatores regulam a
transicao de células leveduriformes para tubos germinativos e, posteriormente, a pseudo-hifas e micélios. Esses
fatores compreendem temperatura, pH e meios que contenham substancias indutoras (soro, N-acetil-D-
glicosamina, L-prolina, etanol) e presenca de agentes quelantes que inativam a disulfidril redutase, enzima
responsdvel pela redu¢do das pontes dissulfeto da parede celular. O crescimento miceliano, decorrente da
formacdo de tubos germinativos, é observado como uma repressdo da divisdo normal da célula leveduriforme,
em que as ligagOes covalentes de dissulfeto da parede celular ndo sofrem redugao enzimdtica. Essa capacidade
fungica é acompanhada por alteragées na composi¢cdo quimica e antigénica da célula de C. albicans. Na fase
filamentosa, a parede celular é composta por 3 vezes mais quantidade de quitina e a concentracdo protéica
parece aumentar. A fase leveduriforme pode ser considerada como uma forma mais virulenta, apresentando
grande quantidade de mananas na parede celular e pequenas quantidades de glucanas, em relacdo a forma
filamentosa. Esses complexos de mananas da parede celular atuam como toxinas em camundongos e, portanto,
devem contribuir para uma maior viruléncia [2,5-7]. In vitro tem-se demonstrado que temperatura que oscila
entre 37 a 40°C, pH entre 6,5 a 7,0; assim como a presenca de uma concentragdo inicial de leveduras que néo
exceda a 10° UFC/mL (unidades formadoras de col6nias/mililitro), é essencial as deteccSes de tubos
germinativos. As leveduras do género Candida quando submetidas a pH 2,6 também mantém essa capacidade
fungica de viruléncia [6,27]. Melo et al. [8] admitiram que 2 genes metabdlicos CaHT17 (alta afinidade pelo
transporte de hexose) e CaYLL34 (membro da familia AAA ATPase) estariam relacionados com esse dimorfismo
de C. albicans, tendo em vista o aumento da expressividade protéica dos genes na condicdo de hifa.

O contato imediato de leveduras do género Candida com a mucosa bucal dos recém-nascidos faz desse
fungo um micro-organismo extremamente relevante, ndo sé na compreensao do mecanismo de transmissao
fangica materno-infantil, mas também na postura comportamental que o mecanismo de defesa organica da
crianga assume, através do desenvolvimento do sistema imunoldgico e como este se porta diante de individuos
acometidos de alteracdo cromossdmica como a Sindrome de Down [9-15].

O elevado indice de isolamento e identificagdo de C. albicans da microbiota bucal de criangas com Sindrome
de Down (CCSD) torna necessaria a avaliagdo da capacidade de viruléncia dessas amostras flingicas uma vez que
a passagem das leveduras da condicdo saprébia para patégena é frequente pelos constantes relatos de
candidose bucal em CCSD [15,16],

Este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de formagdo de tubos germinativos diante da
genotipagem de isolados bucais de C. albicans de CCSD e dos respectivos pais e/ou responsaveis (P efou R).

MATERIAL E METODO

Amostragem. Nove (9/40) (22,5%) pares de C. albicans concomitantemente isoladas da mucosa bucal, mediante
emprego de swab, de CCSD e P e/ou R, com anilise intraespecifica entre isolados de Candida por emprego de
RAPD (DNA polimérfico de amplificagdo randomizada) [17] com primers RSD 10 5-CCGCAGCCA-3’e RSD 12 5’-
GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’ [18] e 0 dendograma com homologia genética entre pares de leveduras analisados
variando de 45 a 100% foram empregados neste estudo. Todas CCSD e os P e/ou R, dos quais foram isoladas
amostras bucais de C. albicans, possuiam uma faixa etdria de zero a 11 anos e de 30 a 55 anos de idade
respectivamente. Esses individuos apresentavam ainda mucosa bucal integra, ndo faziam uso de nenhuma
medicagdo e foram atendidas na Clinica de Odontopediatria da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Goids (CO/FO/UFG) em Goiania-GO, Brasil. As amostras de C. albicans foram isoladas e identificadas
segundo Kreegen van-RlJ [19]. Este trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias (CEPMHA/HC/UFG), e os pais
e/ou responsaveis pelas criangas forneceram consentimento escrito aos pesquisadores.

Tubotipagem. Foi realizada mediante a obtengdo de suspensdo de 1 mL, em agua destilada e autoclavada, de
células de Candida de cada amostra analisada, cultivada em agar Sabouraud dextrose por 24 a 48h, contendo,
aproximadamente, 10 a 10°> UFC/mL, apds leitura em cadmara de Neubauer. Posteriormente, cada amostra de
Candida foi homogeneizada a baixa rota¢do, inoculada em tubo de ensaio de 13x60 mm, contendo 0,5 mL de
soro fetal bovino, e mantido em banho-maria a 37°C por 4h. Durante esse periodo, a cada intervalo de 1h, de
cada suspensdo dessas amostras, 1 gota foi examinada ao microscépio (objetiva de 40X) entre a lamina e
laminula. A evidenciagdo do tubo germinativo configurava teste positivo [2,20].

ClipeOdonto - UNITAU. v.2, n.1, p. 34-38; 2010. Disponivel em periodicos.unitau.br



36

Estatistica. Foi utilizado o teste de Fischer (F) para correlacionar o nimero de amostras de C. albicans isoladas
dos grupos de CCSD e P e/ou R que induziram a formacdo de tubos germinativos dentro de 1 a 2h. Os valores
obtidos foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

RESULTADOS

Dos 9 pares de amostras bucais de C. albicans simultaneamente isoladas de CCSD e P e/ou R com alteragao
cromossOmica e com genotipagem variando de 45 a 95%, 4/5 (80%) (08-08RF, 14-14RF, 19-19RF e 27-27R)
induziram a formag&do de tubos germinativos dentro de 1h entre criancas. Dois pares (2/9) (22,2%) (16-16RF e 37-
37RF) de C. albicans, isoladas concomitantemente da cavidade bucal de CCSD e P efou R e com homologia
idéntica, propiciaram em uma das amostras do par 37-37RF a formagdo de tubo germinativo dentro de 1h e
outro (16-16RF) em 2h entre as criancas cromossomopdticas. Todas as amostras de C. albicans oriundas da
cavidade bucal de P e/ou R formaram tubos germinativos em 2h com similaridade genética oscilando de 45 a
100%. Significancia estatistica foi presenciada entre o nimero de amostras bucais de C. albicans de CCSD e P e/ ou
R que formaram tubos germinativos dentro de 1a 2h (Tabela 1).

Tabela 1-Formagdo de tubos germinativos por C. albicans oriundas simultaneamente da cavidade bucal de CCSD e P efou R com
percentual de homologia entre os pares conjugados de leveduras analisados por RAPD com os primers RSD 10 e 12

Pares conjugados de Formacdo de tubos germinativos em SFB a 37°C Homologia entre os pares
C. albicans bucais de CCSD P elou R conjugados de C. albicans bucais de
CCSDePe/ouR 1h 2h 1h >h CCSD e P efou R por RAPD com os
(n=09) (n=05) (n=04) (n=00) (n=09) primers RSD 10 e 12 (%)
04-04RF - 01 - 01 45
08-08RF o1 - - 01 95
14-14RF 01 - - o1 45
16-16RF - 01 - o1 100
19-19RF 01 - - 01 45
22-22RF - 01 - o1 95
27-27RF 01 - - o1 45
33-33RF - 01 - 01 45
37-37RF 01 - - 01 100

CCSD - criangas com Sindrome de Down

Teste de Fisher (F = 6,92; p < 0,05)

P e/ou R - Pais e/ou responsaveis de CCSD

Média de homologia genética entre as C. albicans bucais de CCSD e P efou R = 68,3%
RF - Relagdo intrafamilial (CCSD e P e/ou R)

SFB - soro fetal bovino; n — nimero; h - horas;

DISCUSSAO

Candida albicans é a espécie de Candida mais relacionada com os processos de colonizacdo e
patogenicidade na cavidade bucal do homem. Essa habilidade é decorrente da acentuada capacidade de
dimorfismo com indugdo de formagdo de tubos germinativos e a secrecdo de exoenzimas (aspartil proteinases e
fosfolipases), facilitadoras da interacdo do fungo as células do hospedeiro, propiciando a aderéncia e a
penetracdo ao tecido afetado, etapas consideradas relevantes na patogénese de candidose em mucosa [3,13,21-
24].

As CCSD caracterizam-se por apresentar a mucosa da boca altamente colonizada de micro-organismos,
principalmente por C. albicans [3,9,15,16]. A ampla expressividade fenotipica apresentada por essa levedura na
mudanga da microbiota bucal entre CCSD e P e/ou R, com similaridade genética de 45 a 100% e formacgdo de
tubos germinativos mais precocemente entre os isolados bucais de Candida de CCSD (Tabelat), demonstrou o
amplo recurso genotipico apresentado por esse fungo e a influéncia que o meio bucal pode propiciar [9,14-
16,22,25]. Aspecto evidenciado basicamente entre os pares conjugados de isolados bucais de C. albicans
idénticos geneticamente (16-16RF e 37-37RF) de CCSD e P efou R que induziram a formacdo de tubos
germinativos dentro de 1 e 2h conforme a amostra de levedura dos pares considerados (Tabela1). Roncari et al.
[14] relataram o isolamento de leveduras de Candida em 69% das CCSD analisadas e em 40% dos casos
apresentaram vincula¢do com candidose bucal pseudomembranosa e Pardi e Cardoso [25] sugeriram o dorso da
lingua como o reservatdrio primdrio de C. albicans na boca, seguido pela agregacao fungica ao biofilme dentario.
Essa levedura ainda apresenta a capacidade de suportar um amplo espectro de variagdo de pH entre 2,5 a 7,5
com detecgdo em alteragdes aciduricas bucais induzidas por carboidratos com a ocorréncia conjuntamente de
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos e alcalinas em processos inflamatdrios bacterianos induzidos
por Porphyromonas gingivalis, Prevotella sp e Fusobacterium sp [26] e tem a patogenicidade favorecida pela
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temperatura corporal de 37°C. Tais caracteristicas de C. albicans demonstraram a ampla variabilidade genética
que as cepas podem apresentar em mucosa, como a da boca [4,5,25,27].

A formacgdo de tubos germinativos por isolados bucais de C. albicans é visto como um fator preponderante
a sobrevivéncia do fungo [9,12,22,25]. Essa caracteristica, embora presenciada mais facilmente in vitro, é
detectada em leveduras oriundas da cavidade bucal integra e principalmente acometida de infec¢do [2,5]. Souza
et al. [7], utilizando como substrato o soro fetal bovino, observaram que com uma 1h de incubacéo a 37°C, 86,6%
das amostras de C. albicans, oriundas de inimeros materiais clinicos, haviam formado tubos germinativos; com
2h, 96,6% dos isolados induziram a formacdo dessa estrutura e com 3h de incubagdo, todas as leveduras de C.
albicans haviam formados tubos germinativos. Steffan et al. [28] detectaram de 98% das espécies de Candida
determinadas por RAPD com primer interespecifico, a capacidade de 30% das C. albicans identificadas
apresentarem a capacidade de formar tubos germinativos em 2h. Pinto [6], em individuos HIV hospitalizados, e
Lépez et al. [20], em pacientes com candidose bucal, evidenciaram também a capacidade de isolados de C.
albicans induzirem a formagdo de tubos germinativos em 2h e Rocha et al. [29], identificando e diferenciando 34
isolados de Candida de criancas hospitalizadas por RADP fazendo uso do primer OPG-10, presenciaram em 24
(70,6%) amostras de C. albicans a ocorréncia de tubos germinativos no intervalo de tempo de 1a 2h.

CONCLUSAO

A ampla capacidade das cepas de C. albicans induzirem a formagdo de tubos germinativos, mesmo na
presenca da microbiota da boca de criangas com alteragdo cromossémica e diante de uma expressiva
variabilidade genética dos isolados leveduriformes bucais provenientes concomitantemente de CCSD e P e/ou R,
as tornam mais suscetiveis a colonizagdo flngica e, consequentemente, a processos infecciosos na cavidade
bucal destes pacientes por C. albicans.
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