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Cunha ETS. Relacdo entre Esclerose Multipla e infecgdes fungicas orais
[Dissertacéo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncias e Tecnologia; 2019.

RESUMO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doencga inflamatoria, autoimune, cronica e
desmielinizante que acomete o Sistema Nervoso Central (SNC). Sua etiologia ainda
nao € bem definida, mas varios fatores de risco podem estar associados a doenca,
incluindo fatores genéticos e ambientais. Recentemente, tem sido sugerido que a
microbiota do individuo pode ter influéncia na EM. Sendo assim, o objetivo desse
estudo foi investigar a relacdo entre EM e infec¢gdes fungicas orais. Foram
selecionados 100 individuos, sendo 55 com diagndstico de EM pelos Critérios de
McDonald (2017) e 45 individuos saudaveis (grupo controle). Amostras de saliva
foram coletadas e semeadas em meios de culturas seletivos para o género Candida,
incluindo agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol e CHROMagar Candida. Apos
periodo de incubagao de 48 horas, foi realizada a contagem do numero de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/mL), e as coldnias isoladas foram submetidas a
analise de PCR multiplex para identificagdo da espécie de Candida. Os resultados
foram analisados pelos testes estatisticos de Qui-quadrado e Mann-Whitney,
considerando-se nivel de significancia de 5%. Foi verificado presenca de Candida
spp. na cavidade bucal de 50,09% dos pacientes do grupo EM e de 35,55% dos
individuos do grupo controle. Nos individuos com crescimento positivo para Candida
spp., a mediana do numero de col6nias de Candida observadas foi de 220 UFC/mL
para o grupo EM e 120 UFC/mL para o grupo controle. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos tanto para a
prevaléncia como contagem de UFC/mL. Em relagao a identificagdo das espécies de
Candida, foi encontrado 73,91% de C. albicans, 21,73% de C. glabrata, 2,17% de C.
tropicalis e 2,17% de C. krusei. Concluiu-se que a presencga de Candida spp. na
cavidade bucal de individuos com EM foi mais elevada em relagdo ao grupo
controle.

Palavras-chave: Esclerose multipla. Doenga desmielinizante. Candida spp.



Cunha ETS. Relationship between Multiple Sclerosis and oral fungal infections.
[Dissertation]. S&do José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is an inflammatory, autoimmune, chronic and demyelinating
disease that affects the Central Nervous System (CNS). Its etiology is not yet well
defined, but several risk factors may be associated with the disease, including
genetic and environmental factors. Recently, it has been suggested that the
individual's microbiota may have influence on MS. Therefore, the objective of this
study was to investigate the relationship between MS and oral fungal infections. A
total of 100 individuals were selected, 55 of them diagnosed with MS by the
McDonald Criteria (2017) and 45 healthy individuals (control group). Saliva samples
were collected and seeded in culture medias selectives for the Candida genus,
including Sabouraud Dextrose agar with chloramphenicol and CHROMagar Candida.
After incubation period of 48 hours, the number of Colony Forming Units (CFU / mL)
was counted and the colonies were isolated for identification of the Candida species
by multiplex PCR. The results were analyzed by Chi-square and Mann-Whitney
statistical tests considering a significant level of 5%. It was verified the presence of
Candida spp. in the oral cavity of 50.09% of the patients in the MS group and 35.55%
of the individuals in the control group. In individuals with positive growth for Candida
spp., the median of Candida colonies observed was 220 CFU/mL for the MS group
and 120 CFU/mL for the control group. However, no statistically significant
differences were observed between the groups for both prevalence and CFU/mL
count. In relation to the identifications of Candida species, it was found 73.91% of C.
albicans, 21.73% of C. glabrata, 2.17% of C. tropicalis and 2.17% of C. krusei. It was
concluded that the presence of Candida spp. in the oral cavity of individuals with MS
was higher than the control group.

Key words: Multiple sclerosis. Demyelinating disease. Candida spp.



1 INTRODUGAO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca inflamatoria, crénica e
desmielinizante, de etiologia autoimune que acomete o Sistema Nervoso Central
(SNC) (Milo, Miller, 2014). A doenca é uma das causas mais comuns de
incapacidade neurolégica em adultos jovens (Karussis, 2014; Kingwell et al., 2013).
Cerca de 2 milhdes de individuos no mundo sdo portadores dessa doenca (Kingwell
et al., 2013; Steinman, 2014). Estudos epidemiolégicos mostram que a EM afeta
principalmente individuos, com idade média inicial de 30 anos, variando
principalmente entre os 20 e 50 anos, embora a doenga possa desenvolver-se tanto
na infancia como apés os 60 anos. A prevaléncia em mulheres é aproximadamente
trés vezes maior em relagdo aos homens (Milo, Miller, 2014).

A distribuicdo da EM pelo mundo vem sendo estudada em varios paises,
sendo observado uma maior prevaléncia em regides de altas latitudes (Thompson,
2018). Historicamente, Kurtzke em 1975, dividiu a prevaléncia de EM no mundo em
trés zonas: alta, média e baixa. Foram considerados regido de alta prevaléncia, uma
média de 30-80 individuos por 100.000 habitantes, como Europa, sul do Canada,
norte dos Estados Unidos, Nova Zelandia e parte da Australia. Em regido de média
prevaléncia, foram atribuidos entre 5-25 individuos por 100.000 habitantes,
observados no sul da Europa, no sul dos Estados Unidos e parte da Australia. E em
regido de baixa prevaléncia, uma taxa inferior a 5 individuos por 100.000 habitantes.

ApOs este periodo, crescentes taxas de prevaléncia tem sido observadas em
algumas regidées do mundo, como no Canada (Ebers, 2008), sendo proposto entédo
uma nova escala de prevaléncia global da doenga. Nessa escala seriam incluidas
zonas de prevaléncia muito alta, para regides com taxas entre 150 a 350 individuos
com EM por 100.000 habitantes, dentre elas, Canada, Noruega, Suécia, Escdcia e
Irlanda, zonas de prevaléncia alta, com taxas entre 70 a 170 individuos com EM por
100.000 habitantes, zonas de prevaléncia média, com taxas entre 38 a 70 individuos
com EM por 100.000 habitantes, zonas de baixa prevaléncia, com taxas entre 13 a
38 individuos com EM por 100.000 habitantes e, por fim, zonas com areas de
prevaléncia muito baixa, onde as taxas de prevaléncia variam entre 13 a 0 de

incidéncia por 100.000 habitantes, como Malasia, Tailandia e a maioria dos paises



africanos (Wade, 2014). Ainda faltam dados em grandes populagdes como China e
india (Thompson, 2018).

Em anadlises de estudos recentes, a Europa concentra uma maior
prevaléncia nas regides norte do Reino Unido e nos paises nordicos, onde a
distribuicdo tem caracteristicas de influéncia pelas altas latitudes. Existe uma
escassez relativa de informacgdes e estudos na Europa Central e Oriental. A taxa de
incidéncia em mulheres foi observada em toda a Europa (Kingwell, 2013).

A doenca €& mais rara entre samis, turcomenos, uzbeques, cazaques,
quirguizes, siberianos nativos, amerindios do norte e sul, chineses, japoneses,
negros africanos e maioria da Nova Zelandia (Pugliatti, 2002; Rosati, 2001).

Em algumas regides no mundo, outros fatores parecem influenciar no
desenvolvimento da EM, como regides da Palestina, Sicilia e Sardenha, regides
proximas a linha do Equador por apresentarem uma alta prevaléncia da doenca
(Pugliatti, 2002; Milo, 2010). Regides com a mesma altitude como Norte do México
apresentam uma menor prevaléncia da doenga em contraste ao Sul do Texas, nos
Estados Unidos, onde a incidéncia é alta, também evidenciam outros fatores
determinantes para o risco de EM (Correale, 2017). Essa distribuicdo geografica
desigual da doenga sugere susceptibilidade étnica dos grupos estudados (Rosati,
2001).

No Brasil, estudos mostram uma maior prevaléncia nas regides Sul e
Sudeste, onde ocorrem uma maior concentracdo de brancos, conforme padrao de
ocupacgao étnica do pais, observou-se uma taxa de 27,2 individuos com EM por
100.000 habitantes (Da Gama, 2015), sendo o perfil clinico e demografico
semelhantes ao de regides de alta prevaléncia (Vasconcelos, 2016).

As manifestagdes clinicas da EM ocorrem devido as areas de inflamagao e
desmielinizagdo, podendo ocasionar comprometimento motor, visual, disturbios
sensoriais, autondmicos vesicais ou intestinais (Steinman, 2014; Reich et al., 2018).
Os sintomas podem durar dias ou semanas, seguidos de remissao, e as vezes, com
deficiéncia residual (Steinman, 2014) ou permanente, de acordo com a forma da
doenga (Lublin et al.,, 2014). O sinal de Lhermitte, descrito como sensacdo de
perturbacao precipitada por movimento da coluna vertebral e radiacdo para seu
restante, devido ao surgimento de lesbées medulares, também pode ocorrer

(Khanchandani, Howe, 1982). Outra manifestagao clinica que pode ser observada é
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o Fendmeno de Uhthoff, caracterizado por uma piora dos sintomas sequelares a um
determinado surto de forma transitéria, desencadeada por aumento da temperatura
corporea (Compston, Coles, 2008). Cerca de 15% dos pacientes podem
desenvolver, apos cerca de 10 a 20 anos, um curso clinico progressivo (Reich et al.,
2018).

A doenca foi classificada em 1996, por especialistas da Sociedade de
Esclerose Multipla Norte-Americana, de acordo com sua caracteristica clinica, em
quatro formas: remitente-recorrente (EMRR), primariamente progressiva (EMPP),
secundariamente progressiva (EMSP) e progressiva recidivante (EMPR)
(Lublin,1996). A forma EMRR é a mais comum, em que as manifestacdes clinicas
surgem de forma subaguda, em surtos, decorrentes a desmielinizagdo, seguidos
por remissdo completa ou incompleta dos sintomas. A EMPP ¢é caracterizada por
uma piora gradual e continua desde o inicio da doenga, sem manifestacbes de
surtos definidos. Corresponde cerca de 15% dos casos. A forma EMSP se inicia
como a forma remitente-recorrente e apds alguns anos, ocorre uma mudanga da
evolugdo, apresentando uma piora progressiva dos sintomas. A forma EMPR
caracteriza-se pelo sintomas progressivos combinados a sintomas de recaidas
(Lublin, 1996).

Uma nova proposta surgiu em 2013, coordenada pelo Comité Europeu em
conjunto ao Comité de Especialistas do US National Multiple Sclerosis Society, apos
revisdo das formas de Lublin em 1996, considerando-se uma classificacdo dos
pacientes de acordo com o curso clinico por fendtipos recidivantes (EMR) e
progressivos (EMP) (Lublin et al., 2014). Os fendtipos recidivantes podem ser
classificados como ativos, quando manifestam alteracbes radioldgicas em
Ressonancia Magnética (RM) (novas lesdes ou com impregnagéo por gadolinio) ou
surtos clinicos. Os feno6tipos progressivos, EMPP e EMSP podem ser classificados
como: ativos e com progressdo, ativos e sem progressao, nao ativos e com
progresséo, ndo ativos e sem progressao (doencga estavel).

Além destas formas, ha também a Sindrome Clinica Isolada (CIS),
representada por uma condi¢do em que o paciente tem apenas uma manifestacao
clinica isolada da doenca, com caracteristicas de desmielinizacdo, em exame de

imagem, mas que nao preenche os critérios para a doenca. A Sindrome Radiologica
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Isolada (RIS) também foi descrita como achados incidentais em RM porém sem
sinais e sintomas clinicos (Lublin et al., 2014).

Além do exame de imagem, o acompanhamento da atividade de doenga e
progresséao é realizado por uma avaliagao baseada na Escala Expandida do Estado
de Incapacidade de Kurtzke (EDSS - Kurtzke Expanded Disability Status Scale)
(Kurtzke,1984), na qual sdo analisados e pontuados os sistemas funcionais como
motor, sensitivo, cerebelar, visual, esfincteriano, tronco encefalico e cognitivo.
Individuos que permanecem sem surtos, sem progressdo em exame de RM, sem
progressdo na escala EDSS e sem sinais de atrofia cerebral, sdo considerados
como Sem Evidéncia de Atividade de Doenca (NEDA - No Evidence Disease
Activity) (Kappos et al., 2016).

Para o diagnostico da EM, diferentes critérios foram estabelecidos ao longo
do tempo. Os primeiros critérios de diagnosticos foram organizados por Schumacher
em 1965 (Schumacher et al., 1965), e somente em 1983, esses foram substituidos
pelos critérios de Poser (Poser et al., 1983). Os critérios de Poser foram importantes,
pois ratificaram o conceito de surto da doenga, caracterizada por sintoma
neurologico persistente por mais de 24 horas, necessidade de disseminagdo no
tempo (DIT), com sintomas neurologicos evidentes em periodos distintos, e
disseminagao no espaco pela doenga, com acometimento de diferentes topografias
do SNC, sendo mantidos nos demais critérios subsequentes. Apdés o advento da
RM, critérios para caracterizacdo das lesdes desmielinizantes foram formulados por
Barkhof e em seguida modificados por Tintore, passando a ser denominados de
Critérios de Barkhof-Tintoré em 2000 (Tintorée et al., 2000).

Em 2000, apdés reconhecimento da sensibilidade da RM para lesdes
desmielinizantes, foi criado o Painel Internacional sobre o diagnéstico da EM,
liderados por Willian lan McDonald e por especialistas da Federacdo das
Sociedades Internacionais de Esclerose Mdultipla e da Sociedade Nacional
Americana de Esclerose Multipla. Em 2001, a RM passou a ter importancia para os
critérios de diagnostico, sendo incorporada aos critérios de McDonald (McDonald et
al., 2001). As lesées na RM podem apresentar-se como lesdes perivenulares,
ovoides, justacorticais e infratentoriais, sendo em regiées medulares com extensao
menor que trés corpos vertebrais e localizados em regides postero-laterais
(Thompson et al., 2018).



12

Atualmente, o diagnéstico da EM baseia-se nos Critérios de McDonald
revisados em 2017 (Thompson et al., 2018; De Angelis et al., 2018), nos quais a
disseminagao no tempo e espago, considerando-se os achados clinicos, imagens de
RM e analise do liquor, sdo necessarios para caracterizar a doenga, bem como
auséncia de melhores explicagbes para a apresentagcdo do paciente (Sand, 2015).
Os individuos com EM apresentam uma variedade de sinais e sintomas de acordo
com os locais de acometimento de SNC conforme descritos anteriormente. Sintomas
como alteragdes de sensibilidade, déficits motores, ataxia, disturbios visuais, como
neurite 6ptica ou diplopias, disfungdes esfincterianas, disturbios da marcha e
cognicao, s&o os mais frequentes (Lublin et al., 2014). O surgimento de alguma nova
manifestagéo clinica, com duragado igual ou maior que 24 horas, assim como novas
lesbes em RM ou lesdo com impregnacdo de agente paramagnético gadolinio,
caracterizam atividade de doenca (Maciel et al., 2016).

Sabe-se que na EM, fatores ambientais, infecgdes virais ou ainda
superantigenos podem estar associados a ativacdo do sistema imunologico em
individuos geneticamente susceptiveis, desencadeando assim a doenga. Em
estudos histopatoldgicos foram observados danos na mielina por infiltrados de
fagocitos mononucleares, linfocitos T, linfocitos B, células plasmaticas e células
dendriticas que expressam moléculas de MHC de classe Il (Hemmer, et al, 2015).
Existe uma interagdo entre as imunidade inata, fagécitos mononucleares, como
microglia e macréfagos e a imunidade adaptativa, que sdo os linfécitos B e T. O
mecanismo inicia-se com uma reacdao imune celular mediada pelas células T
ativadas fora do SNC, no sangue periférico e nos ganglios linfaticos, quando em
contato com um antigeno externo (Maciel et al., 2016). A ativacdo dos linfocitos T
leva a sua expansédo clonal e produgédo de citocinas, selectinas, integrinas como
VLA-4 e LFA-1 e moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1 na superficie do endotélio
vascular (Maciel et al., 2016).

No sistema nervoso central (SNC), as células TCD4+ reconhecem os
antigenos, pelo complexo MHC Il, que sdo apresentados pelas células da microglia
e macrofagos, sendo entdo ativados. Ocorre liberagéo de citocinas, prostaglandinas,
radicais livres e 6xido nitrico que atuam no estresse oxidativo da célula. De acordo
com a citocina, a célula T CD4+ pode assumir fendtipos: Th1, Th2, Th17 e T
reguladores. As células Th1 e Th17 liberam produtos pro-inflamatorios, como IL-2,
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TNF, IFN-Y, TGF-B, IL-12, IL-16, IL-17, IL-22, IL-23 e IL-27 (Maciel et al., 2016). As
células TCD8+ reconhecem antigenos apresentados pelas moléculas do complexo
MHC |, expressas em todas as células nucleadas, incluindo oligodendrocitos,
astrocitos e neurénios. Ocorre também ativagao de Linfécitos B pelas células CD4+,
e destes, producdo de anticorpos que em conjunto as citocinas, radicais livres, oxido
nitrico, levam a ativagdo de macrofagos. Os linfocitos CD8+ destroem a bainha de
mielina e axénios (Maciel et al., 2016). Os Th2 e linfocitos T reguladores sao
responsaveis pela producdo de citocinas inibitérias da resposta imunologica.

A etiologia da EM tem sido muito discutida, sendo provavel que esteja
relacionada com a interagc&o entre varios fatores genéticos e ambientais (Amato et
al. 2017). Hemmer et al. (2015) descreveram varios genes que parecem contribuir
para o risco de doenga, incluindo alelos HLA de classe DRB1*1501, DRB1*0301 e
DRB1*1303. Segundo Mielcarz e Kasper (2015), HLA DRB1*1501 e DQ6, parecem
ser 0s genes mais comuns em pacientes com EM.

Embora os genes tenham um papel importante na EM, a taxa de
concordancia entre 15 a 25% em gémeos monozigoticos, sugere que os fatores n&o
geneéticos influenciem no desenvolvimento da doenga (Hemmer et al., 2015). Para
Ramagopalan et al. (2010) entre os fatores n&o genéticos estdo: o estilo de vida,
deficiéncia de vitamina D3, tabagismo, obesidade no inicio da vida e infecgédo pelo
virus Epstein-Barr (EBV), principalmente quando este ocorre na fase adulta. Todos
esses aumentam cerca de trés vezes a chance de desenvolvimento da EM
(Thompson et al., 2018).

Atualmente, vem crescendo evidéncias no envolvimento da microbiota
intestinal no desenvolvimento de um estado pro-inflamatorio da EM (Adamczyk-
Sowa et al., 2017). Alteragbes da microbiota podem levar a respostas imunologicas
anormais. Existem diferengas entre a microbiota de individuos saudaveis e
individuos com EM, nos quais foram observados uma redugao de Parabacterioides e
Prevotella, ambas do Philo Bacterioidetes, e de Adlercreutzia e Erysipelatricheciae
(Budhram et al., 2017).

Além disso, trabalhos recentes na literatura tém demonstrado uma
correlagdo da infecgdo fungica por Candida albicans com a progressédo da EM
(Saroukolaei et al. 2016, Fraga-Silva et al. 2015). C. albicans € um patégeno
oportunista que pode causar lesbes de candidiases superficiais e recorrentes nas
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mucosas, como também infec¢des sistémicas potencialmente fatais (Mayer et al.
2013). C. albicans é a espécie mais isolada do género Candida, mas outras
espécies também apresentam grande importédncia médica, como C. fropicalis, C.
glabrata, C. krusei, entre outras (Junqueira et al. 2012). Essas espécies de Candida
podem ser encontradas na cavidade bucal como microrganismos comensais,
podendo tornar-se patogénicas na presenca de fatores predisponentes, como
imunossupressdo, tratamento prolongado com antibiéticos e uso de proteses
parciais ou totais (Costa et al. 2012).

Tem sido sugerido que algumas toxinas liberadas por fungos, por meio da
corrente sanguinea, podem atingir os astrécitos do SNC, que s&o ceélulas
importantes para controle da integridade da barreira hematoencefalica e dos
oligodendrocitos. Por consequéncia, ocorre degradagdo da mielina e ao mesmo
tempo, a ativagdo da resposta imunoldgica levando a progressao da EM (Purzycki e
Shain, 2010). Estes fungos podem colonizar tecidos ndo neurais, como mucosas, e
secretarem gliotoxinas, ocasionando danos ao SNC (Pisa et al., 2011).

Até o momento, a correlagdo entre infec¢gdes por Candida e EM foi pouco
estudada. Entretanto, as evidéncias da relagdo da EM com infecgdes microbianas,
somadas aos dados encontrados nos estudos prévios de Saroukolaei et al. (2016)
Fraga-Silva et al. (2015), instigam o desenvolvimento de pesquisas da influéncia de
Candida spp. nessa doenga. Assim, no presente projeto de pesquisa foi investigado
uma possivel correlagdo da colonizagcdo de Candida spp. na cavidade bucal com a
EM.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo investigar uma possivel relagcado entre EM e
infecgdes fungicas orais.

2.2 Objetivos especificos

a) avaliar a colonizagédo da cavidade bucal por Candida spp. de pacientes
com EM, e comparar com um grupo controle de individuos saudaveis;

b) identificar as espécies de Candida isoladas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Participantes do estudo

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia/Unesp (Apéndice A). Apos
informacéo sobre a pesquisa, individuos com EM e individuos sem a doenga que
concordaram em participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice B).

Para realizacdo desse trabalho foram realizadas coletas de amostras de
saliva de individuos atendidos no Centro de Atendimento e Tratamento de Esclerose
Multipla (CATEM) da Irmandade da Santa Casa de S&o Paulo, com autorizag&o
prévia desta Instituicdo (Apéndice C).

Foram selecionados no total 100 individuos, com idades entre 18 e 68 anos,
que aceitaram participar da pesquisa, sendo 55 deles com diagndstico de EM
conforme os Critérios de McDonald (2017) e 45 saudaveis. Os individuos
selecionados com EM, foram pacientes em seguimento pelos médicos
especializados no tratamento desta doenca e os individuos saudaveis foram
familiares e/ou acompanhantes dos pacientes do CATEM, abordados durante a
consulta médica ambulatorial. As coletas de saliva foram realizadas no periodo de
15/03/2019 a 30/08/2019 (6 meses).

Esse trabalho ndo ofereceu riscos aos participantes, uma vez que foram
coletadas amostras de saliva n&o estimulada, ou seja, sem necessidade de um
estimulo externo. Pode ter gerado apenas um desconforto durante a coleta, uma vez
que foi realizada em consultério clinico na presenca do pesquisador. Ndo existem
beneficios diretos para os pacientes, mas os resultados dessa pesquisa poderao
trazer beneficios indiretos por estabelecer uma relagdo da EM e infecgbes fungicas

orais.
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3.2 Critérios de selecao dos participantes

Os critérios de inclusdo para o grupo experimental foram pacientes com
diagnodstico de EM segundo Critérios de McDonald de 2017, e para o grupo controle,
foram individuos sem EM com idades correspondentes aos pacientes do grupo
controle. Os critérios de nado inclusdo para os grupos experimental e controle
incluiram: uso de corticoides, antibioticos e/ou de antifungicos nos ultimos 3 meses,
tabagismo, uso de protese dentaria e gestagéao.

O critério de exclusao de um participante do estudo, foi a impossibilidade de
realizacdo de todos os testes finais devido ao insucesso na reconvocagdo do

mesmo.

3.3 Coleta de dados clinicos dos pacientes

Foram coletados dados como idade, sexo, tempo de doenga, presenga ou
nao de atividade de doencga, presenga ou ndo de progressdo de doenga, grau de
incapacidade conforme a Escala Expandida do Estado de Incapacidade Funcional
(EDSS) (Apéndice D), uso ou ndo de medicacgbes para tratamento da EM e tempo
de tratamento.

3.4 Coleta e processamento de amostras para pesquisa de Candida spp. na
cavidade bucal

Para todos os participantes do estudo, foi realizada uma unica coleta de
saliva ndo estimulada entre 8 e 11 horas da manha, seguindo metodologia proposta
por Chouhan et al. (2019). Os participantes foram orientados a expelir a saliva
acumulada na boca em pote coletor universal estéril por alguns minutos, até
completar o volume de aproximadamente 2 mL de saliva. Apds a coleta, o material

foi acondicionado em uma bolsa térmica com gelo e transportado até o laboratério
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de Microbiologia e Imunologia Bucal do ICT/UNESP, com um intervalo maximo de 3
horas para o transporte.

No laboratorio, a saliva coletada de cada individuo foi transferida a tubos
Falcon esterilizados e entdo centrifugada a 2300xg por 10 minutos (Figura 1). Apos
o descarte do sobrenadante, aliquotas de 10 pyL do pellet foram semeadas em
placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol (Difco, Detroit,
EUA) e CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, Franga) em duplicata. As placas
foram incubadas a 37°C durante 48 horas e em seguida, realizada a contagem de

Unidades Formadoras de Colénias (UFC/mL).

Figura 1 - Tubos Falcon contendo as salivas coletadas apods centrifugacéo

Fonte: Elaborada pelo autor

3.5 Identificagao das espécies de Candida isoladas

Inicialmente, foram realizadas as triagens e identificagbes presuntivas
baseada na cor das colonias em CHROMagar (Quadro 1). A seguir, algumas
colonias isoladas das placas de Sabouraud e CHROMagar foram semeadas em
tubos de ensaio contendo agar Sabouraud Dextrose Inclinado (Difco, Detroit, EUA)

para isolamento das cepas e obtengdo da cultura pura. Esses tubos foram
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incubados a 37°C durante 48 horas e depois armazenados a -80°C em estoques

congelados em caldo Sabouraud acrescido de glicerol.

Quadro 1 - Identificagdo presuntiva das espécies de Candida em CHROMagar de

acordo com o fabricante

Espécies Caracteristicas das col6nias

Candida albicans | Colbnias verde-claro a verde médio

Candida tropicalis | Colbnias azul cobalto ou lilas

Candida krusei Colbnias rosadas

Candida glabrata | Colbnias bege — creme

Fonte: Chouhan et al., 2019; Sahand et al. 2005

Os isolados foram entdo identificados por analise molecular, conforme
metodologia descrita a seguir. Para extracdo do DNA, suspensdes em caldo YPD
(Difco, Detroit, EUA) foram preparadas e incubadas por 18h. Posteriormente, os
tubos foram centrifugados a 3,000 xg por 10 min e o sedimento lavado com PBS por
3 vezes. O sedimento obtido foi ressuspenso em 300 L do tampéao de lise contendo
50 mM EDTA e 75 unidades/pL de Lyticase (Sigma-Aldrich, St Louis,USA) em um
microtubo de 1,5 mL, e posteriormente, incubado a 37°C por 1h. O DNA
cromossoémico foi extraido pelo Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega™
Corporation, Madison, EUA) conforme recomendagbes do fabricante e sua
quantificagcéo realizada no espectrofotdmetro Nanodrop (ND-800, Thermo Scientific,
Waltham, EUA).

O meétodo de PCR utilizado para a identificagao das espécies de Candida foi
baseado no protocolo descrito por Chen et al (2000). A reagado de amplificagcéo foi
realizada em um volume final de 25 pL contendo 10 a 20 ng de DNA, 10mM Tris HCI
pH 8,3/50mM KCI, 1,5mM MgCl,, 0,8 mM de desoxirribonucleotideo, 0,3 yL de cada
iniciador (10 uM/pL) e 1U de Taq platinum DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA) no termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). As
condi¢cbes para a realizacdo deste PCR foram: desnaturacgao inicial de 95°C por 5




20

min, 40 ciclos de desnaturagdo de 95°C por 30 s, anelamento de 62°C por 45 s,
extensao de 72°C por 1 min e extensao final de 72°C por 10 min. Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 1,5%
em TBE, corados com 0,5 ug/mL de brometo de etidio (Invitrogen, Carlsbad, CA) e
visualizados em um transiluminador UV (DyNA Light, LABNET, EUA).

Os iniciadores utilizados foram construidos por Chen et al. (2000) baseado
na regido ITS2 com primers universais complementares a regido do RNA ribossomal
da levedura. Sao eles: ITS3 (5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). Os ensaios de PCR geraram produtos de
amplificacdo de 340 pb para C. albicans, 414 pb para C glabrata, 345 pb para C.
krusei e de 328 pb para C. tropicalis. Em todos os ensaios foram utilizados DNA
molde das cepas de C. albicans ATCC18804, C. glabrata ATCC90030, C. krusei
ATCC6258 e C. tropicalis ATCC13803 como controles positivos € um controle

negativo, sem adicdo de DNA molde.

3.6 Analise dos resultados

Apos a coleta e preparo da saliva dos 100 individuos, os grupos EM e
controle foram comparados pela presenga (ou auséncia) de Candida spp. na
cavidade bucal pelo teste de Qui-quadrado. Para analise da contagem de UFC/mL
de Candida os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. Em todos os
testes foi considerado nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados dos participantes

Participaram desse estudo 100 voluntarios, sendo 55 do grupo com EM e 45
do grupo controle. Entre os 55 pacientes com EM, a média de idade foi 39 anos,
sendo 45 do sexo feminino e 10 do sexo masculino. Dos 45 participantes do grupo
controle, a media de idade foi 42 anos, sendo que 23 eram do sexo feminino e 22 do
sexo masculino (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo do sexo e idade dos participantes do estudo nos grupos
Esclerose Multipla e controle

Grupo Sexo Numero de Idade
participantes (%)

Grupo Esclerose Feminino 45 (82%) 18 a 62 anos
Multipla (n=55) Masculino 10 (18%) 20 a42 anos
Grupo Controle Feminino 23 (51%) 18 a 66 anos

(n=45) Masculino 22 (49%) 18 a 68 anos

No grupo com EM, verificou-se entre os 55 participantes no momento da
coleta de saliva, os seguintes dados de relevancia clinica: presenca de surto da
doenga em 6 pacientes (11%), doenga progressiva em 10 pacientes (18%) e NEDA
em 39 pacientes (71%).

Observou-se também que 46 pacientes (84%) estavam em tratamento com
medicagédo para EM e 9 pacientes (16%) sem medicagdo. Aléem disso, o tempo de
diagnodstico da doenga nos pacientes com EM (n=55), foi de 0 a 9 anos para 37
pacientes (67%) e mais de 10 anos para 18 pacientes (33%).
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4.2 Prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal

Em relagcdo a prevaléncia de Candida spp., verificou-se que a taxa de
individuos portadores de Candida spp. na cavidade bucal foi de 50,90% para o
grupo EM e 35,55% para o grupo controle (Figura 2), entretanto ndo foi observada
diferencga estatisticamente significante entre os grupos (Tabela 2).

Figura 2 - Percentual de participantes portadores de Candida spp. na cavidade bucal
para os grupos Esclerose Multipla (n=55) e controle (n=45)

Grupo Esclerose Multipla Controle

Il Positivos para Candida spp. Il Positivos para Candida spp.
B3 Negativos para Candida spp. O Negativos para Candida spp.

Tabela 2 - Numero de participantes com culturas positivas e negativas para o
género Candida na cavidade bucal nos grupos com Esclerose Multipla (n=55) e
controle (n=45)

Grupos de estudo Portadores de Candida spp.
Positivos Negativos

Esclerose Multipla 28 27

Controle 16 29

Teste de Qui-quadrado, p=0,118. Nao existe diferenga estatisticamente significante entre os grupos,
considerando-se intervalo de confianga de 95%.

No grupo com EM, verificou-se que os pacientes positivos para Candida
apresentavam os seguintes dados demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Numero de participantes do grupo Esclerose Multipla (n=55) com culturas
positivas e negativas para o género Candida de acordo com os parametros clinicos:
surto da doenga, uso de medicamentos e tempo de diagndstico

Dados clinicos dos pacientes Presencga de Candida spp. Total de
com Esclerose Multipla Positivos Negativos individuos
Atividade da Surtos 4 2 6
doenga Progresséo 5 5 10
NEDA 18 21 39
Natalizumabe 12 11 23
Fingolimode 3 0 3
Uso de Interferon 7 3 10
medicacgao A. Glatiramer 0 6 6
Alentuzumabe 1 0 1
Ocrelizumabe 0 1 1
Fumarato de dimetila 0 2 2
Sem medicacao 3 6 9
Tempo de 0a9anos 19 18 37
diagnostico mais de 10 anos 9 9 18

4.3 Quantificagao de Unidades Formadoras de Coldénias na cavidade bucal dos
individuos portadores do género Candida

Nos individuos com crescimento positivo para Candida spp., foi realizada a
UFC/mL nas placas de agar Sabouraud. A mediana do numero de colbnias de
Candida observadas foi de 220 UFC/mL para o grupo EM e 120 UFC/mL para o
grupo controle, entretanto ndo foi observada diferenga estatisticamente significante

entre os grupos (Figura 3).
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Figura 3 - Numero de UFC/mL observados nos individuos com culturas positivas

para Candida spp. nos grupos com Esclerose Multipla (n = 28) e controle (n = 16)
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Teste de Mann-Whitney, p=0,6946. Nao existe diferenca estatisticamente significante entre os grupos,
considerando-se intervalo de confianga de 95%.

4.4 Identificagcao das espécies presentes na cavidade bucal dos individuos
portadores do género Candida

Inicialmente, foi realizada a identificacdo presuntiva das espécies de
Candida nas placas de Chromagar. Todos os individuos considerados portadores de
Candida apresentaram crescimento em agar Sabouraud, entretanto o crescimento
em Chromagar nao foi verificado em 100% desses pacientes. O crescimento em
Chromagar foi observado em 82,14% dos pacientes com EM e em 68,75% dos
individuos do grupo controle (Figuras 4-5).



25

Figura 4 - Crescimento de colénias do género Candida

Legenda: Crescimento das coldnias em agar Sabouraud (esquerda) e CHROMagar (direita). Colbnias
verdes no CHROMagar sugestivas de C. albicans.
Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 5 - Crescimento de colénias do género Candida

Legenda: Crescimento de col6nias em agar Sabouraud (esquerda) e CHROMagar (direita). Colbnias
rosas-avermelhadas no CHROMagar sugestivas de C. krusei.
Fonte: Elaborada pelo autor

A seguir, colénias com caracteristicas diferentes de cada voluntario foram
isoladas para identificagdo e confirmagao das espécies por PCR multiplex (Figura 6).
Desse modo, foram obtidos 46 isolados, dentre os quais 34 foram C. albicans
(73,91%), 10 C. glabrata (21,73%), 1 C. tropicalis (2,17%) e 1 C. krusei (2,17%). As
espécies C. albicans e C. glabrata foram encontradas nos grupos EM e controle,
entretanto as espécies C. tropicalis e C. krusei foram verificadas apenas no grupo
EM.
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Figura 6 - Gel de agarose 1,5% em TBE, corado por brometo de etidio e visualizado
em transluminador

8 9 10 11 12 13 14 15

Can. M-marcador de peso molecular (Ladder 100pb); Can. 1- P1 C. albicans (340pb); Can. 2- P2 C.
glabrata (414pb); Can. 3- P3 C. albicans (340pb); Can. 4- P4 C. albicans (340pb); Can. 5- P5 C.
glabrata (414pb); Can. 6- P6 C. albicans (340pb); Can. 7- P7 C. albicans (340pb); Can. 8- P8 C.
albicans (340pb); Can. 9- P9 C. tropicalis (328pb); Can. 10- P10 C. albicans (340pb); Can. 11- C.
albicans ATCC 18804 (340pb); Can.12- C. krusei ATCC 6258 (345pb); Can.13- C. glabrata ATCC
90030 (414pb); Can.14- C. tropicalis ATCC13803 (328pb); Can.15- Controle negativo.

Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo foram selecionados 55 pacientes com EM, que atendiam os
critérios de inclusao, atendidos no CATEM, em S&o Paulo, durante um periodo de 6
meses. Desses 55 pacientes, 82% eram do sexo feminino e 18% do sexo masculino.
Portanto, houve um predominio feminino de 4:1 o que esta de acordo com a
literatura. Em revisdo sistematica, Vasconcelos et al. (2016) analisaram diversos
estudos epidemioldgicos, publicados no periodo de 1990 a 2012, de pacientes com
esclerose multipla de diferentes cidades brasileiras, encontrando proporgdes do
sexo feminino para masculino de 2:1 até 4:1. A maior prevaléncia de EM em
mulheres também foi encontrada por Luna et al. (2019), em estudo abrangente
envolvendo 6421 pacientes na Suécia, onde 72% dos pacientes eram do sexo
feminino e apenas 18% do sexo masculino. Além da propor¢ao de géneros, a idade
média dos pacientes do presente estudo (39 anos) também correspondeu ao
encontrado na literatura, que indicaram meédia de idade 32 anos (Vasconcelos et al.,
2016), 33 anos (Milo, Miller, 2014) e 39 anos (Luna et al., 2019).

Entre os pacientes com EM, 9 estavam sem uso de medicagéo, sendo 3
destes, em atividade de doenga (1 surto e 2 em progressdo) e 6 pacientes em
NEDA. Todos os demais pacientes (n=46) estavam fazendo uso de medicagdes,
conforme o protocolo do Consenso da Academia Brasileira de Neurologia, do Comité
de Tratamento e Pesquisa em Esclerose Multipla (Marques et al., 2018) e do
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas do Ministério da Saude (PCDT). As
medicagbes utilizadas incluiram: Interferons, Acetato de glatiramer, Fingolimode,
Fumarato de dimetila, Natalizumabe, Alentuzumabe e Ocrelizumabe.

No grupo dos interferons, estavam sendo utilizados nesse estudo: interferon
beta-1a com administragdo intramuscular, interferon beta-1a com administragao
subcuténea e interferon-1b também com administragdo subcuténea. O interferon-1b
foi a primeira medicagao aprovada para o tratamento de EM em 1993, considerado
como farmaco modificador de doenca. Possuem como mecanismo de agao
inibidores de passagem de células auto-reativas pela barreira hematoencefalica
(BHE), redugdo de citocinas pro-inflamatérias e regulagdo negativa para
apresentacao de antigenos (Plosker, 2011). Os possives efeitos adversos ao uso de
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interferons  incluem: sintomas gripais, calafrios, mialgia, alteragcbes de
transaminases, linfopenia e sinais de depressdo. O Acetato de glatiramer, uma
medicagdo também injetavel, €& constituida por um conjunto de polipeptideos
sintéticos que atuam na inducdo de desvio da resposta imune para os linfécitos Th2.
Apresenta como efeitos adversos, sintomas nos locais da aplicacdo, além de
taquicardia e alergias locais (Johnson, 2010).

O Fingolimode foi o primeiro farmaco aprovado para uso oral no tratamento
de EM em 2010. E um andlogo da esfingosina que se liga aos receptores dos
linfocitos T na proteina G (S1P1-5), bloqueando a saida destes dos 6rgaos linfoides
secundarios, além de atuar na reducido de citocinas pré-inflamatoérias por meio da
regulacédo dos receptores S1P presentes nos astrécitos e reduzir a producgéo de IL-
17 pelas células Th (Mehling et al, 2011). Além do Fingolimode como terapia oral,
temos o Fumarato de dimetila e a Teriflunomida. O Fumarato de dimetila age na
reducado de linfocitos circulantes e conversédo da resposta de Th1 para Th2 por meio
das IL-4, IL-5 e IL-10. Pode alcancar reducao de linfécitos em até 32% no primeiro
ano de uso, porém sem aumento de infec¢gdes oportunistas segundo Gold et al.
(2012). Ja a Teriflunomida possui um efeito inibidor da sintese de pirimidina de
células em divisdo, atuando apenas nos linfécitos em grande proliferagdo. Como a
Teriflunomida foi aprovada pela ANVISA em 2012 e foi apenas recentemente
disponibilizada pelo Sistema Unico de Saude (SUS) no Brasil, nenhum dos
pacientes desse estudo estavam fazendo uso desse medicamento.

O Natalizumabe , Ocrelizumabe e Alentuzumabe constituem uma outra linha
de medicamentos para EM constituidos por anticorpos monoclonais. O
Natalizumabe é um inibidor de a4-integrina, expressa na superficie dos linfocitos,
impedindo a ades&o celular aos receptores endoteliais VCAM e a entrada na
barreira hematoencefalica. E uma medicacdo com boa eficacia, com redugdo na
taxa anual de surtos em 68% (Polman et al., 2006). Entre os efeitos adversos, o seu
maior risco é o desenvolvimento de leucoencefalopatia multifocal progressiva
(Leukoencephalopathy multifocal progressive - LEMP), desencadeada pela
reativacdo do virus John Cunningham (JCV). Além deste, pode ocorrer reagdes
infusionais, leucopenia, cefaleia e dores articulares (Kappos et al., 2011). O
Alentuzumabe é um anticorpo monoclonal contra molécula CD52, expresso na

superficie dos linfocitos T e B maduros. Entre os efeitos adversos, esse
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medicamento pode ocasionar purpura trombocitopénica autoimune, tireoidite e
infeccdo por herpes virus (Coles et al, 2012). O Ocrelizumabe é um anticorpo
monoclonal que se liga ao CD20 dos linfécitos, sendo o unico aprovado para os
casos de EMPP. Seus efeitos adversos podem levara a reativacdo da hepatite B
disseminada, sendo recomendado uma investigagéo prévia antes do uso (Montalban
et al, 2017).

Portanto, os tratamentos para esclerose multipla apresentam diferentes
mecanismos de ac¢ao, mas todos interferem com o sistema imunolégico do paciente
e levantam questdes sobre o risco para infecgoes. Além disso, independentemente
do uso ou ndo de medicamentos, tem sido relatado que os pacientes com esclerose
multipla possuem maior risco de infecgcbes comparados com a populagdo em geral
(Luna et al., 2019). Allizond et al. 2015 verificaram que as células polimorfonucleares
de pacientes com esclerose multipla, em tratamento ou ndo com medicacdes
imunossupressoras ou imunomoduladoras, apresentavam atividade fagocitaria in
vitro reduzida contra patégenos, como Staphylococcus aureus e C. albicans.

Desse modo, nesse estudo foi investigado a prevaléncia de Candida spp. na
cavidade bucal de pacientes com EM. As espécies de Candida sao fungos
oportunistas que podem estar presentes na cavidade bucal em condi¢cdes de saude,
entretanto aumentam em numero e tornam-se patogénicas na presenca de alguns
fatores predisponentes, como as alteragbes no sistema imunoldgico, podendo
resultar no desenvolvimento de lesbes de candidiase bucal (Junqueira et al., 2012;
Pankhurst et al., 2013). Os resultados indicaram uma maior prevaléncia de
portadores de Candida spp. na cavidade bucal entre pacientes com esclerose
multipla (50,09%), em relagdo aos individuos do grupo controle (35,55%). Até o
momento, esse € o primeiro trabalho a investigar a presenga de Candida na
cavidade bucal de pacientes com EM, e, portanto, ndo € possivel a comparagao
desses dados com outros estudos. Sabe-se que, em individuos saudaveis, a
prevaléncia das espécies de Candida na cavidade bucal varia de 20 até 50%,
dependendo da populagdo em estudo (Kraft-Bodi et al., 2015). Entretanto em
individuos com determinadas doencas sistémicas a taxa de prevaléncia aumenta em
relagdo aos pacientes saudaveis. Junqueira et al. (2012) encontraram a presenga de

Candida na cavidade bucal em 62% dos individuos HIV-positivos (n=60). Chouhan et
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al. (2019) estudaram a associagdo da colonizagdo oral por Candida com diabetes
mellitus, verificando a presenca de Candida em 90% dos individuos diabéticos néo
controlados (n=30), 63% dos pacientes diabéticos controlados (n=30) e 20% dos
individuos saudaveis (n=30).

Em individuos com presenca de Candida na cavidade bucal, a contagem de
UFC/mL €& um dado importante para distinguir portadores assintomaticos de
individuos com infecgdo por Candida. O desenvolvimento de lesdes clinicas de
candidiase tem sido correlacionado com o aumento no numero de leveduras na
saliva acima de 400 UFC/mL (Chouhan et al. 2019). No presente trabalho, foi
observada uma média de 220 UFC/mL para o grupo esclerose multipla e 120
UFC/mL para o grupo controle, confirmando os achados clinicos de que todos os
participantes desse estudo com culturas positivas para Candida eram portadores
assintomaticos (Abaci et al. 2010).

Em relacdo as espécies isoladas, C. albicans foi a mais prevalente
(73,91%), seguida por C. glabrata (21,73%), em ambos 0s grupos experimentais.
Entretanto, apenas no grupo de pacientes com esclerose multipla foram isoladas
espécies de C. tropicalis (2,17%) e C. krusei (2,17%). Esses dados concordam com
os estudos da literatura que mostram que C. albicans € a espécie mais isolada da
cavidade bucal, tanto em pacientes com colonizagdo assintomatica, como pacientes
com lesdes de candidiase (Junqueira et al. 2012, Menezes et al. 2015). Em estudo
realizado em pacientes HIV-positivos da cidade de S&do Paulo, Junqueira et al.
(2012) também encontraram maior numero de C. albicans (51,56%), seguido por C.
glabrata (15,62%), entre os isolados da cavidade bucal. Espécies de C. tropicalis e
C. krusei também foram detectadas em baixo numero por esses autores. Por outro
lado, no estudo de Chouhan et al. (2019) realizado na india, foi verificado maior
prevaléncia de C. glabrata, seguida por C. albicans, tanto em pacientes diabéticos
como individuos saudaveis.

Assim, os dados obtidos nesse trabalho indicaram que os pacientes com EM
apresentaram maior quantidade de Candida spp. € maior diversidade de espécies na
cavidade bucal em relagcdo ao grupo controle, sugerindo que as alteragdes
imunologicas da doenga, assim como o uso de medicamentos, podem predispor os

pacientes a colonizagdo oral por leveduras do género Candida.
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Entretanto, uma outra questdo importante deve ser discutida na relagao
entre Candida e EM. Alguns estudos tem sugerido que a colonizagédo por Candida
podem estar associados com o desenvolvimento da EM devido a evidéncias de
anticorpos e antigenos fungicos de varias espécies de Candida em liquido
cefalorraquidiano (Pisa et al, 2103) e no sangue de individuos com EM (Pisa et al.,
2011; Benito-Leon et al., 2010). Benito-Leon et al. (2010) encontraram uma
correlagao positiva entre evidéncias soroldgicas de infecgdo por Candida com a EM,
detectando-se antigenos de C. albicans em 47% dos pacientes com EM contra 21%
do grupo controle. Para outras espécies foram encontradas proporgcdes de 46%
versus 17% para C. glabrata e 37% versus 17% para C. parapsilosis.

Saroukolaei et al. (2016) avaliaram a expressao do gene APR1 em isolados
de C. albicans obtidos de pacientes com EM. Esse gene €& responsavel pela
producao de proteinase, uma enzima importante para a viruléncia de C. albicans. Os
resultados demonstraram correlagdo entre a expressdo do gene APR1 de C.
albicans e a idade da doenga, bem como com a Escala Expandida do Estado de
Incapacidade (EDSS). Esses autores também acompanharam os pacientes por 9
meses e verificaram que os valores médios de EDSS apds o tratamento antifungico
reduziram para 1,6074 + 0,1081, comparado com os valores de EDSS antes do
tratamento antifungico (2,2519 * 0,1323), indicando que a progressdo da EM
diminuiu apds o tratamento dos pacientes com antifungicos.

Fraga-Silva et al. (2016) estudaram os efeitos da infecg&o por C. albicans na
encefalite  autoimune experimental (EAE) em camundongos, modelo
tradicionalmente aceito para estudo da EM. Os animais foram infectados com C.
albicans, e 3 dias depois foram submetidos a indugcdo da EAE por meio da
imunizagdo com glicoproteina da mielina de oligodendrécitos. A infecgdo prévia por
C. albicans, levou a um aumento dos sinais clinicos da doencga e também a perda de
peso corporal. A gravidade da doenga foi associada com expansdo periférica de
células T CD4+ e producéao de altos niveis de TNF-a, IFN-y IL-6, e IL-17 pelo baco e
células do SNC. Além disso, leveduras e hifas dos fungos especificas para células T
foram encontradas no SNC. Esses dados sugeriram que a infec¢do prévia por C.
albicans pode agravar a EAE, e possivelmente a EM.

Nesse estudo nao foi encontrada correlagcédo da colonizagéo oral por Candida
com a atividade da doenga ou tempo de diagnostico, mas nossos resultados indicam
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que estudos longitudinais com um maior numero de pacientes devem ser
desenvolvidos para avaliar o papel da colonizacdo e infeccdo por Candida no
desenvolvimento da esclerose multipla.

Em sintese, concluiu-se que o0s pacientes com esclerose multipla
apresentam niveis mais elevados de colonizagdo por Candida na cavidade bucal,
sugerindo que esses pacientes devem receber orientagcbes de prevencédo de
candidiase bucal, visto que o surgimento de infec¢cdes por esse fungo podem
contribuir para o agravamento da EM.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos concluiu-se que:

a) a presenga de Candida spp. na cavidade bucal dos pacientes com EM foi
mais elevada em relagao ao grupo controle;

b) entre os individuos portadores de Candida spp., verificou-se maior
numero de leveduras na cavidade bucal dos pacientes com EM em
relagdo ao grupo controle;

c) nos grupos EM e controle foram encontradas as espécies C. albicans e C.
glabrata. Entre os pacientes com EM, também foram observadas
especies de C. tropicalis e C. kusei.
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APENDICE A - Aprovacdo do Comité de Etica

UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA - %"’“"“‘
CAMPUS DE SAO JOSE DOS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: RELACAO ENTRE ESCLEROSE MULTIPLA E INFECGOES FUNGICAS ORAIS
Pesquisador: ELIANA TOMOMI SHIMABUKURO DA CUNHA

Area Temitica:

Versao: 2

CAAE: 06066818.3.0000.0077

Instituigao Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT)

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.276.917

Apresentagao do Projeto:

A Esclerose Mdltipla (EM) € uma doenga inflamatéria, auteimune, crénica e desmielinizante que acomete o
Sistema Nervoso Central (SNC). Sua eticlogia ainda nao é bem definida, mas vérios fatores de risco podem
estar associades ac desenvelvimento da doenga, incluindo fatores genéticos e ambientais. Recentemente,
tem sido sugerido que a microbiota do individuo pede ter um papel importante no desenveolvimento da
asclerose multipla. Sendo assim, o objetivo desse estudo sera invesligar a relagdo entre esclerose miltipla e
infecgbes fingicas orais.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo desse estudo sera investigar a relagao entre esclerose multipla e infecgdes fingicas orais.

Avaliacido dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios foram reformulados e nesta versao estdo adequadamente descritos

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa esta bem delineada, e todas as pendéncias foram respondidas

Consideragdes sobre os Termos de apresentagido obrigatéria:
O TCLE foi reformulado, atendendo todas as exigéncias élicas.

Enderego: Av Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim Sao Dimas CEP: 12.245.000
UF: SP Municipio: SAQ JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947.8078 Fax: (12)3347.2010 E-mail: ceph.ict@unesp be
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UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA -
CAMPUS DE SAO JOSE DOS

Connuacso do Parecer: 3.276.317

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Apés a reformulagdo de partes do projeto, acatando as sugestdes do relator e respondendo todas as
pendéncias, aprovo o projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado acata o parecer do(a) Relator(a).
O (a) pesquisador(a) ird receber e-mail da Secretaria do CEPh-ICT-CAMPUS DE SJCAMPOS-UNESP, para
envio de relatérios parciais/final, para ndo incorrer na penalidade de n3o o fazendo, em ndo ter novas
submissdes avaliada pelo Comité de Etica, até que sane a pendéncia de envio do relatério, na forma de
natificagao através do sistema da Plataforma Brasil. Obs:- No site https://www2.ict.unesp.br/ = Sobre 0 ICT ~
Comissdes ¢ Comités - Comite de Etica Envolvendo Seres Humanos, encontrara o formulario para envio do

Relatério parcialfinal

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Q™™

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagao
Informacoes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 21/03/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1252460.pdf 11:25:08
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 21/03/2019 [ELIANA TOMOMI Aceito

11:24.33 [SHIMABUKURO DA
—_— CUNHA
Qutros formulario_resposta_pendencia.dec 20/03/2019 |ELIANA TOMOMI Aceito
18:28:37 |SHIMABUKURO DA
CUNHA
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 20/03/2019 |ELIANA TOMOMI Aceito
Brochura 18:28:28 |SHIMABUKURO DA
| Investigador CUNHA
TCLE / Termos de | APENDICEA.docx 20/03/2019 |ELIANA TOMOMI Aceito
Assentimento / 18:15:40 |SHIMABUKURO DA
Justificativa de CUNHA
Auséncia
Recurso Anexade |APENDICEC.docx 20/03/2018 |ELIANA TOMOMI Aceito
pelo Pesquisador 18:15:30 [SHIMABUKURO DA
CUNHA
Dedaracao de APENDICEB.docx 20/03/2019 |ELIANA TOMOMI Aceito
Instituigdo e 18:14:51 | SHIMABUKURO DA
| ra CUNHA
Cronograma cronograma,docx 19/12/2018 |ELIANA TOMOMI Aceito
11:41:38 |SHIMABUKURO DA
CUNHA
Enderego: Av.Eng” Francisco José Longo 777
Bairro: Jardim 530 Dimas CEP: 12 245-000
UF: 5P Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3647-5078 Fax: (12)3347.8010 E-mall:  caph icigRunasp be
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UNESP - INSTITUTO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA - W
CAMPUS DE SAO JOSE DOS
Contnuagdo do Parecer. 3 276 917

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

SAO JOSE DOS CAMPOS, 22 de Abril de 2013

/'J(W LN
Assinado por:

Denise Nicodemo
(Coordenador(a))

Enderego:  Av.Eng’ Franciscu Jusé Longo 777

Bairro: Jardim Sa0 Dimas CEP: 12245000
UF: SP Municiplo: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-9073 Fax: (12)3847.8010 E-mall: ceph.ictfDunesp br
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido

Caro (a) Senhor(a)

Este € um convite para vocé participar da pesquisa: “Relagdo entre Esclerose
Multipla e infecgbes fungicas orais”. Eu, Eliana Tomomi Shimabukuro da Cunha, médica e
aluna de Mestrado do Instituto de Ciéncia e Tecnologia ICT/Unesp em Sao José dos
Campos, portadora do CPF 265.802.838-58, estabelecida a Av. Anchieta 1281, S&o José
dos Campos, e telefone de contato (12) 3921-3277, sou a pesquisadora responsavel pelo
desenvolvimento dessa pesquisa.

O objetivo sera estudar a influéncia do fungo Candida na Esclerose Multipla. Sendo
assim, sera necessario coletar amostras de saliva de pessoas com Esclerose Multipla e de
pessoas nao portadoras da doenca, como grupo controle para o estudo. Essas amostras
serdo transportadas para o Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), em Sé&o José dos Campos, onde serdo realizados estudos sobre a existéncia do
fungo na cavidade bucal. Nao ha risco envolvido na coleta de saliva e na execucdo da
pesquisa para os participantes. Nao havera nenhum custo ao participante da pesquisa e
nem pagamento pela sua colaboragao.

Caso venha apresentar alguma consideragdo ou dulvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos
Campos/UNESP, situado na Av. Eng. Francisco José Longo, n° 777, Jardim Sao Dimas,
CEP: 12245-000 - S&do José dos Campos-SP, Telefone: (12) 3947- 9000 Fax: (12) 3947-
9010. O Sr. (a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre qualquer
esclarecimento de eventuais duvidas e sobre o andamento do trabalho. Informo que sera
garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e assim deixar de
participar do estudo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , acredito ter sido esclarecido (a)
a respeito das informagdes que leram para mim, descrevendo o estudo a ser realizado e
concordo em participar sabendo quais os propodsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, e que
minha participacdo n&o implicard em nenhuma despesa ou recebimento pela colaboracéo.

RG: CPF:
Endereco:
Local: Data:

Assinatura do Responsavel Assinatura do Pesquisador
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APENDICE C - Autorizacdo do Centro de Atendimento e Tratamento de Esclerose
Multipla (CATEM) da Irmandade da Santa Casa de S&o Paulo

AUTORIZAGAO

Eu Dr.Charles Peter Tilbery, presidente do Centro de Atendimento e Tratamento
de Esclerose Multipla - CATEM, CNPJ 001.564.201/0001-38, autorizo a
abordagem e coleta de saliva dos participantes do projeto “RELACAO ENTRE
ESCLEROSE MULTIPLA E INFECCOES FUNGICAS ORAIS” no nosso centro.

Sao Paulo, 8 de margo de 2019-03-08

Dr. Charles Peter [Tilbery
CRM 14535
Presidente do CATEM

Rua Dr. Cesdrio Mota Junior, 112 CEP: 01221-020
Sdo Paulo — SP —Tel (011) 2176-7232
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APENDICE D - ESCALA EXPANDIDA DO ESTADO DE INCAPACIDADE (EDSS)

Normal neurological exam (all grades 0 in Functional Systems [FS]; cerebral grade 1
acceptable).

1.0

No disability, minimal signs in one FS (ie, grade 1, excluding cerebral grade 1).

1.5

No disability, minimal signs in more than one FS (more than one grade 1 excluding cerebral
grade 1).

2.0

Minimal disability in one FS (one FS grade 2, others 0 or 1).

2.5

Minimal disability in two FS (two FS grade 2, others 0 or 1).

3.0

Moderate disability in one FS (one FS grade 3, others 0 or 1) or mild disability in three or four
FS (three/four FS grade 2, others 0 or 1) though fully ambulatory.

3.5

Fully ambulatory but with moderate disability in one FS (one grade 3) and one or two FS grade
2; or two FS grade 3; or five FS grade 2 (others 0 or 1).

4.0

Fully ambulatory without aid, self-sufficient, up and about some twelve hours a day despite
relatively severe disability consisting of one FS grade 4 (others 0 or 1), or combinations of
lesser grades exceeding limits of previous steps. Able to walk without aid or rest for some 500
meters.

4.5

Fully ambulatory without aid, up and about much of the day, able to work a full day, may
otherwise have some limitation of full activity or require minimal assistance, characterised by
relatively severe disability, usually consisting of one FS grade 4 (others grade 0 or 1), or
combinations of lesser grades exceeding limits of previous steps. Able to walk without aid or
rest for some 300 meters.

5.0

Ambulatory without aid or rest for some 200 meters; disability severe enough to impair full daily
activities (e.g. to work a full day without special provisions). (Usual FS equivalents are one
grade 5 alone, others 0 or 1; or combinations of lesser grades usually exceeding specifications
for step 4.0).

5,5

Ambulatory without aid or rest for about 100 meters; disability severe enough to preclude full
daily activities. (Usual FS equivalents are one grade 5 alone, others 0 or 1; or combinations of
lesser grades usually exceeding specifications for step 4.0).

6.0

Intermittent or unilateral constant assistance (cane, crutch, or brace) required to walk about
100 meters with or without resting. (Usual FS equivalents are combinations with more than two
FS grade 3+).

6.5

Constant bilateral assistance (cane, crutch, or brace) required to walk about 20 meters without
resting. (Usual FS equivalents are combinations with more than two FS grade 3+).

7.0

Unable to walk beyond 5 meters even with aid, essentially restricted to wheelchair; wheels self
in standard wheelchair and transfers alone; up and about in wheelchair some 12 hours a day.
(Usual FS equivalents are combinations with more than one FS grade 4+; very rarely,
pyramidal grade 5 alone).

7.5

Unable to take more than a few steps; restricted to wheelchair; may need aid in transfer;
wheels self but cannot carry on in standard wheelchair a full day; may require motorised
wheelchair. (Usual FS equivalents are combinations with more than one FS grade 4+).

8.0

Essentially restricted to bed or chair or perambulated in wheelchair; but may be out of bed itself
much of the day; retains many self-care functions; generally has effective use of arms. (Usual
FS equivalents are combinations, generally grade 4+ in several systems).

8.5

Essentially restricted to bed much of the day; has some effective use of the arm(s); retains
some self-care functions. (Usual FS equivalents are combinations, generally grade 4+ in
several systems).

9.0

Helpless bed patient; can communicate and eat. (Usual FS equivalents are combinations,
mostly grade 4+ in several systems).

9.5

Totally helpless bed patient; unable to communicate effectively or eat/swallow. (Usual FS
equivalents are combinations, almost all grade 4+).

10

Death due to MS.

Fonte: Kurtzke JF. Rating neurological impairment in multiple sclerosis:an expanded
disability status scale. Neurology 1983;33:1444-1452




