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Candida albicans isoladas da cavidade bucal de criangas
com sindrome de Down: ocorréncia e inibi¢do do crescimento
por Streptomyces sp

Candida albicans isolated from buccal cavity of children with Down’s syndrome:
occurrence and growth inhibition by Streptomyces sp
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RESUMO

Comparacdo entre a presenca de leveduras de Candida na cavidade bucal de criangas sem e com sindrome de Down
mostrou-se estatisticamente significante no caso de criancgas afetadas por esta cromossomopatia, tornando-as mais
predispostas a candidiase bucal, provavelmente favorecida pelas alteragfes anatomo-fisioldgicas da boca em decorréncia
da trissomia do cromossomo 21. Recidivas constantes de candidiase bucal em criangas portadoras desta alteracdo
cromossdémica levou a busca de provaveis alternativas terapéuticas. Visando determinar a atividade antifingica de
Streptomyces sp isolados de diferentes solos brasileiros, 5 cepas foram testadas frente a Candida albicans, oriundas da
cavidade bucal de criangas com sindrome de Down. Observou-se que os isolados apresentaram uma diversidade de
tamanho dos halos (9-31mm de didmetro) de inibi¢do de crescimento das leveduras, sugerindo uma possivel utilizacéo
em terapéutica antifungica.
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ABSTRACT

Comparison of the presence of Candida yeasts in the buccal cavity of children without and with Down’s syndrome showed
a statistically significant difference in the case of children that were affected by this chromosomopathy, rendering them
more predisposed to buccal candidiasis, probably due to anatomicophysiologic alterations of the mouth resulting from
trisomy of chromosome 21. Constant recurrence of buccal candidiasis in children with this chromosomal alteration
lead to the search for a possible therapeutic alternative. Seeking to determine the antifungal activity of Streptomyces sp
isolated from various Brazilian soils, 5 strains have been tested for Candida albicans isolated from the buccal cavity of
children with Down'’s syndrome. It was observed that the isolate presented a diversity in the size of the halos (9-31mm in
diameter) of growth inhibition of the yeasts, suggesting a possible use as a therapeutic antifungal.
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As leveduras do género Candida séo microrganismos integrantes
damicrobiota bucal do homem desde o nascimento?. Esta condicdo
microbioldgica propicia comumente uma relagéo de equilibrio entre
parasita-hospedeiro, diante da manutencdo da integridade das
barreiras teciduais, relagdo harménica da microbiota autdctone e
funcionamento adequado do sistema imunoldgico humano, havendo
em contrapartida por parte do fungo leveduriforme, permanéncia
equilibrada da capacidade de aderéncia e da produgdo de enzimas
e toxinas. Alterages fisicas, quimicas, iatrogénicas e mecanicas,
(ue se processem na cavidade bucal, como a mastigagao, possam
entre diversos fatores descritos favorecer a ruptura do equilibrio
estabelecido entre o fungo e o hospedeiro fazendo com que as
infecces por Candida sejam de origem geralmente enddgena?*.

Nas criangas com sindrome de Down, além das alteracfes
anatomo-fisioldgicas bucais, macroglossia, estagnacdo salivar
decorrente de incompeténcia muscular da boca, dificuldade motora,
constantes doengas respiratorias e comprometimento simultaneo da
resposta imunoldgica inata e adquirida fazem com que estes fatores
adicionais, as tornem mais suscetiveis a processos infecciosos, inclusive
flngicos, onde as espécies de Candida sdo os agentes etiologicos
mais preponderantes* 7 1782, Este sitio bucal altamente povoado por
cepas de Candida faz também com que as criangas detentoras desta
alteracdo cromossdmica possuam o biofilme dentério com uma
interferéncia flngica maior, fazendo com que haja uma acéo direta
ou coadjuvante na ocorréncia da carie dentaria, gengivite e periodontite,
quando 0s estreptococos do grupo mutans atuam como agentes
principais®2*5*°, Candidiase pseudomembranosa é o quadro clinico
flngico mais detectével em criangas com esta cromossomopatia®* 7.
Todavia, cerca de 20 a 55% da populacdo assindrémica podem
apresentar isolados de Candida como leveduras participantes da
mucosa bucal do homem?!®%,

Drogas azolicas e antibi6ticos poliénicos constituem o0s
recursos terap@uticos mais comumente empregados em candidiase
bucal. Entretanto, constantes recidivas de manifestagcdes de
Candida na boca de criangas, inclusive nas portadoras de
sindrome de Down, favorecem a busca de novas drogas:.

Os antibioticos sdo exemplos de metabdlitos secundarios
produzidos por certos microrganismos que possuem a capacidade
de inibir o crescimento de seres microbioldgicos, quando utilizados
em baixas concentraces®. Do grande nimero de antibi6ticos
conhecidos de origem microbiana, somente 123 séo produzidos
atualmente por fermentagdo. Além disto, mais de 50 antibicticos
sdo produzidos como compostos semi-sintéticos e 3 antibicticos
sdo sinteticamente produzidos® 2 %2 Entre as bactérias, a maior
variedade em estruturas e niimero de antibicticos é encontrada nos
actinomicetos, especialmente no género Streptomyces?.

O isolamento de novos actinomicetos, principalmente
Streptomyces, com atividade antifiingica tem sido apontado
com grande entusiasmo no descobrimento de novos agentes
antifungicos com potencial de emprego terapéutico. Este
isolamento esta intimamente associado a técnicas classicas para
isolamento e selegdo (técnica de diluigéo e inoculagdo em &gar
com posterior utilizacdo de fungos como alvos de sele¢do)®.
Este trabalho teve por objetivo verificar a ocorréncia e determinar
a atividade antiftingica de Streptomyces sp, isolados dos solos

384

da Mata Atlantica do Estado do Espirito Santo (ES) e do Cerrado
brasileiro frente as cepas de Candida oriundas da cavidade bucal
de criancas com sindrome de Down.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e identificacdo. Setenta amostras de secrecdo
salivar foram coletadas com swabs esterilizados da mucosa jugal
de criancas, sendo 35 amostras de criancas portadoras de
sindrome de Down (grupo-teste) e as demais criangas
desprovidas desta sindrome (grupo controle). Todas as criangas
possuiam faixa etaria de 0 a 10 anos, apresentavam mucosa bucal
integra, ndo faziam uso de nenhuma medicacao e foram atendidas
na Clinica de Odontopediatria da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Goias (FO/UFG) em Goiania-GO, Brasil.
Apds a homogeneizagdo, as amostras de saliva foram semeadas
em duplicata em meio agar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol e mantidas a temperatura ambiente por 15 dias
no Laboratdrio de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e
Satde Publica (IPTSP/UFG). As coldnias leveduriformes branco-
amareladas desenvolvidas foram identificadas mediante pesquisa
de tubo germinativo em soro fetal bovino, formacédo de
clamiddsporos em &gar corn-meal acrescido de tween 80 e
realizacdo de testes de assimilacdo e fermentagdo de carbono® ™.
Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goiés, e 0s pais e/ou responsaveis pelas
criangas forneceram consentimento aos pesquisadores.

Estatistica. Foi realizada aplicando o teste de 2 (Qui-
quadrado) para correlacionar os indices de carreamento de
leveduras de Candida entre as cavidades bucais de criangas
com e sem sindrome de Down e os valores obtidos foram
considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05.

Cepas de Candida utilizadas na analise antifungica.
Foram escolhidas aleatoriamente 8 cepas de Candida isoladas
e identificadas dentre as provenientes da mucosa bucal de
criangas com sindrome de Down. Foi utilizado como
referéncia a cepa de C. albicans CBS 562, previamente cedida
pela micoteca do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP)Brasil.

Isolados de Streptomyces sp utilizados. Foram
utilizados 5 isolados de Streptomyces sp, provenientes dos
solos da Mata Atlantica (ES) (TIJA2, TIJA12 e TILA 1) e do
Cerrado brasileiro (ADU 1.3 e ADU 2.1). Estes isolados fazem
parte da bacterioteca do Laboratdrio de Microbiologia
Ambiental e Biotecnologia (IPTSP/UFG)?.

Detec¢do de atividade antifungica. Esporos dos
Streptomyces sp foram cultivados em meio &gar ISP-2
(constituido de g/L: glucose 4; extrato de levedura 4; extrato de
malte 10; 4gar-agar 20, pH 7,3) a 30°C por 15 dias até
esporulacdo para a producdo das possiveis substancias
antifngicas. Apos este tempo, plugs de 7mm de didmetro foram
cortados e inoculados em placas de Petri, contendo o0 meio de
agar Sabouraud dextrose, onde as cepas-teste de C. albicans e
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também da cepa indicadora C. albicans CBS 562 foram
previamente semeadas com auxilio de swab. Estas placas foram
incubadas a 30°C por 2 dias até o desenvolvimento de halos de
inibicdo de crescimento. Os didmetros (mm) destes halos de
inibicdo foram determinados segundo Vieira.

RESULTADOS

Das 70 amostras de secrecdo salivar coletadas das criancas
detectou-se a ocorréncia de Candida em 36 (51,4%) amostras,
sendo todas pertencentes a espécie albicans. A diferenga entre
adeteccdo de leveduras de Candida carreadas entre as mucosas
bucais de criangas com e sem sindrome de Down mostrou
significancia estatistica (p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 - Ocorréncia de cepas de Candida albicans isoladas da mucosa
jugal de criangas atendidas na Clinica de Odontopediatria da FO/UFG.

Cepas Criancas com Criancas sem
sindrome de Down sindrome de Down*
n° % n° %
Candida albicans 30 85,7 6 17,1
Total 35 35

*Relagdo estatistica entre os grupos CCSD e CSSD (2 =32,9; (p < 0,05)

Atividade antifungica. Observou-se que todas as cepas de
Streptomyces sp ensaiadas apresentaram atividade antifngica
frente as cepas de C. albicans testadas. O didmetro do halo de
inibicAo variou de 9 a 31mm dependendo da cepa de Streptomyces sp
e da cepa de C. albicans indicadora (Tabela 2). A cepa de
Streptomyces sp ADU 2.1 apresentou, em média, maior atividade
frente as diferentes cepas de C. albicans.

Tabela 2 - Atividade antiflingica dos Streptomyces sp frente as cepas de Candida albicans isoladas da

mucosa bucal de criangas com sindrome de Down*

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Cepas de Streptomyces sp  Streptomyces sp  Streptomyces sp Streptomycessp  Streptomyces sp
Candida albicans ADU 1.3 ADU 2.1 THA2 THA12 TILAL

1 25 30 23 14 23
2 25 20 25 17 25
5 28 30 28 19 26
13 25 30 23 11 22
22 25 20 21 9 20
36 25 30 23 15 20
41 26 31 25 12 22
47 23 27 28 20 24

CBS 562 26 30 22 13 23

* Parametros estatisticos de anélise da tabela : média, analise de variancia, desvio padrao, erro padréo e coeficiente de
variacdo: x = 22,87; $%= 28,47, s =5,33; Sx = 0,84 e CV = 23,3%

DISCUSSAO

Com base no censo populacional de 2000, a populacéo
infantil brasileira na faixa etaria de 0 a 10 anos ¢
aproximadamente de 36,3 milhGes de criangas®. Sabendo que
a frequiéncia de criangas acometidas por sindrome de Down
¢ estimada no Brasil em 1:600 nascimentos*® 2 teriamos,
portanto 60,5 mil criancas portadoras desta sindrome,
equivalendo aproximadamente a 0,2% da populagéo infantil
presente em nosso Pais. Esta realidade humana constitui
sempre um desafio aos profissionais de salde em busca de
melhor condic8o de vida a estes futuros cidad&os brasileiros,
inclusive no que diz respeito a salide bucal e precisamente a
bacteriologia e a micologia clinica.

A sindrome de Down é decorrente da trissomia do
cromossomo 21 do cariétipo humano, a qual pode ser provocada
por ndo-disjuncdo, translocacdo ou ainda mosaicismo?. Esta
cromossomopatia induz alteragBes bucais que afetam estruturas
0sseas, como 0s dentes, lingua gengiva e mucosa. Deste modo,
a capacidade de colonizacéo e/ou patogenicidade das cepas de
Candida pode ser favorecida pela protuséo da lingua, respiracdo
bucal, irritagdo da mucosa com fissuras linguais e nos cantos
labiais, problemas respiratdrios e higiene bucal deficiente!”282,

Agrega-se ainda a esta situacdo, o comprometimento do sistema
imunoldgico em relacdo as respostas celular e humoral.
Linfdcitos T e células Killer possuem suas atividades funcionais
afetadas. Niveis baixos de imunoglobulinas 19G, e I9G, favorecem
infec¢es microbioldgicas, além da irregularidade fisiologica da
peroxido-desmutase comprometer a defesa orgénica contra
microrganismos, levando cepas de Candida e Staphylococcus
a serem agentes etiolégicos predominantes nos processos
infecciosos bucais®®. O carreamento de leveduras de Candida
na boca das criangas com sindrome de Down pode ser assim
apontado como um provavel fator indutor a candidiase
bucal**®. Em nosso estudo, a elevada detecgdo de isolados de
C. albicans presentes na mucosa bucal de criancas portadoras
desta alteracdo cromossdmica em relagdo ao grupo controle
(criancas sem sindrome de Down) mostrou a predisposicdo
significativa que estas criangas apresentam a esta patologia bucal
induzida por este fungo leveduriforme. Carstedt e cols* e Ribeiro
e cols™ presenciaram esta mesma realidade trabalhando com
prevaléncia de Candida na cavidade bucal de criangas e
adolescentes com sindrome de Down suecos e brasileiros
respectivamente. No entanto, o grupo controle (criancas sem
sindrome de Down) apresentou uma ocorréncia de leveduras
de C. albicans presentes na boca um pouco abaixo da
comumente detectada em criangas assindrémicas®® 1%,
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Apesar de todo arsenal antiflingico disposto no mercado,
relatos de cepas de Candida resistentes a estes farmacos sdo
cada vez mais comuns e as recidivas infecgOes bucais por estas
leveduras em criancas com sindrome de Down estimulam a busca
de potenciais alternativas terapéuticas que venham favorecer o
surgimento de novos medicamentost® 2%,

Os actinomicetos, especialmente os Streptomyces, tém sido
descritos como as maiores fontes de antibioticos desde que
Waksman os introduziu num programa sistematico de selecdo de
novos antibicticos a partir de 1940%. A abordagem para a pesquisa
e descobrimento de novos antibicticos é geralmente baseada na
selecdo de actinomicetos que ocorrem naturalmente!2. Erwealor
& Njoku-Obi® e Lee & Hwang** trabalhando com o isolamento e
selecdo de Streptomyces em solos africanos e coreanos,
respectivamente, isolaram diversas espécies com atividade
antifingica, demonstrando que 0s ensaios in vitro para a sele¢éo
de compostos antifiingicos apresentaram grande sucesso.

Resultados preliminares obtidos pelo nosso grupo de trabalho
sugerem um grande potencial na descoberta de novos produtos
naturais biologicamente ativos de actinomicetos isolados de
diferentes solos brasileiros!2. As substancias bioativas produzidas
por estes actinomicetos tém mostrado nos Gltimos anos uma das
alternativas mais promissoras no desenvolvimento de novas drogas
antimicrobianas, antitumorais e enzimaticas' 6122, A inibicdo de
cepas de C. albicans, procedentes da cavidade bucal de criangas
com sindrome de Down, pelos isolados de Streptomyces sp.
testados, tem sugerido que novas condutas terapéuticas para o
tratamento de candidiase bucal com recidivas freqlientes
apresente-se vidvel no futuro préximo®.
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