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“Quanto mais pesado o fardo, mais proxima da terra estd a nossa vida, e mais ela é

real e verdadeira ...
Entdo, o que escolher? O peso ou a leveza?

Ndo existe meio de verificar qual é a boa decisdo, pois ndo existe termo de
comparacdo. Tudo é vivido pela primeira vez e sem preparacdo. Como se um ator
entrasse em cena sem nunca ter ensaiado. Mas o que pode valer a vida, se o primeiro
ensaio da vida jd é a propria vida? T isso que faz com que a vida pareca sempre um

¢ ’ ~ < P
esboco. No entanto, mesmo ‘esboco’ ndo é a palavra certa porque um esboco é sempre
um projeto de alguma coisa, a preparacdo de um quadro, ao passo que o esboco que é

a nossa vida ndo é o esboco de nada, é um esboco sem quadro.”

(Milan Kundera - A insustentdvel leveza do ser)
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CTH Células-tronco Hematopoiéticas

DNA Acido desoxirribonucléico

LMA Leucemia Mieléide Aguda

LH Linfoma Hodgkin

LNH Linfoma ndo Hodgkin

MM Mieloma Multiplo

OMS Organizacdo Mundial da Saude

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

TA Transplante aut6logo

TCG Tumor de células germinativas

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TCTH Transplante de Células-tronco Hematopoiéticas
TMO Transplante de Medula Ossea

UFC Unidade Formadora de Colbnia



Silva RF. Prevaléncia de Candida spp. na cavidade bucal de pacientes submetidos a
transplante autdlogo de células-tronco hematopoiéticas [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2016.

RESUMO

Micro-organismos como fungos do género Candida, sdo habitantes comensais da
cavidade bucal; em condicbes normais, co-existem com a microbiota normal sem
provocar doencas. Entretanto, alteracbes Ilocais ou sistémicas como
imunossupressao, desequilibrio da microbiota oral, hipossalivagdo e mucosite,
secundarias ao tratamento quimioterapico, predispdem pacientes com cancer a um
alto risco de infec¢des fungicas orais e sistémicas. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a presenca de leveduras do género Candida na cavidade bucal de pacientes
onco-hematologicos submetidos a transplante autdlogo de células-tronco
hematopoiéticas (TACTH). Foram avaliados 27 pacientes, nos periodos pré, e pos-
transplante. As amostras da cavidade bucal foram obtidas pela técnica de enxagle
bucal e semeadas em Chromagar Candida para triagem das cepas isoladas. Apos o
crescimento, foi extraido o DNA e submetido a identificagdo molecular (PCR)
utilizando iniciadores para o0s genes ribossomais dessa levedura. Apds a
amplificagdo do fragmento esperado, as cepas foram sequenciadas utilizando
sequenciador automatico.Para andlise descritiva e estatistica dos resultados obtidos,
os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da normalidade.
Em seguida, o teste de variancia Wilcoxon foi utilizado. A significancia adotada foi de
5%. Candida spp foi encontrada em 40,74% (11 pacientes), sendo que 2 (18,18%)
possuiam mais de uma espécie, dos 9 pacientes colonizados por apenas uma
espécie, 7 eram portadores de Candida albicans (77,77%) e 1 Candida dubliniensis
(11,11%) e 1 C. krusei (11,11%). As colonizacdes mistas, nos outros dois pacientes,
foram compostas de C. albicans + C. glabrata; C. albicans + C. dubliniensis. Na
segunda coleta (C2), 9 (81,81%) dos portadores de Candida permaneciam
colonizados, inclusive por espécies ndo albicans. A homologia na identificacdo das
espécies com cepas padronizadas foi de 85 a 99%. Dentro das condi¢bes deste
trabalho foi possivel determinar, com precisdo as espécies de Candida na cavidade
oral dos pacientes, bem como observar que o uso profilatico de clorexidina topica
nao elimina a colonizacdo alertando para possibilidade de infec¢gdes sistémicas.

Palavras-chave: Candidiase. Quimioterapia. Transplante de células-tronco
hematopoiéticas.



Silva RF. Prevalence of Candida spp. in the oral cavity of patients undergoing
autologous hematopoietic stem cells transplantation [dissertation]. S&8o José dos
Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2016.

ABSTRACT

Microorganisms such as fungi of the genus Candida, are commensal inhabitants of
the oral cavity; under normal conditions co-exist with normal microflora without
causing disease. However, local or systemic changes such as immunosuppression,
imbalance in the oral microbiota, hyposalivation and mucositis, secondary to
chemotherapy, predispose cancer patients at high risk of oral and systemic fungal
infections. The aim of this project is to evaluate the presence of Candida species in
the oral cavity of hematological malignances patients undergoing autologous
transplantation of hematopoietic stem cells (HSCT). We evaluated 27 patients in pre-
and post-transplant. Samples of the oral cavity were obtained by oral rinse technique
and plated on Chromagar Candida for screening of the strains. After growth, the DNA
was extracted and subjected to molecular identification (PCR) using primers for the
ribosomal genes in this yeast. After amplification of the expected fragment, the
strains were sequenced using the sequencer automatico. For descriptive and
statistical analysis of the results, the data will be submitted to the Shapiro-Wilk test
for evaluation of normality. Then the variance Wilcoxon test was used. The
significance of 5% was adopted. Candida spp was found in 40.74% (11pacientes),
and 2 (18.18%) had more than one species, of the 9 patients colonized by only one
species, 7 patients had Candida albicans (77.77%) and 1 Candida dubliniensis
(11.11%) and 1 C. krusei (11.11%). Mixed settlements, in the other two patients were
composed of C. albicans + C. glabrata; C. albicans + C. dubliniensis. In the second
collection (C2), 9 (81.81%) of Candida carriers remained colonized, including by non
albicans species. The homology identification of species standardized strains was 85
99%. Within the conditions of this study it was possible to determine with precision
the species of Candida in the oral cavity of patients, and noted that the prophylactic
use of topical chlorhexidine does not eliminate the possibility of colonization warning
of systemic infections

Keywords: Candidiasis. Chemotherapy. Hematopoietic stem cell transplantation.
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1 INTRODUCAO

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH), comumente
conhecido como transplante de medula 6ssea (TMO), tem sido uma importante
modalidade de tratamento para varias doencas hematolégicas malignas como
leucemias aguda e crbnica, sindromes mielodisplasicas, desordens
mieloproliferativas, mieloma mudltiplo, linfomas ndo-Hodgkin, assim como outras
doencas ndo malignas como a anemia aplastica (Wong, 2014). Consiste na
administracdo de altas de doses de quimioterapia seguida da infusdo de células-
tronco hematopoiéticas (CTH) provenientes da medula 6ssea ou do sangue
periférico do préprio paciente (transplante autélogo) ou de um doador (transplante
alogénico). (Massumoto, Mizukami, 2000). Os intensos protocolos de quimioterapia
tém o potencial de provocar efeitos adversos debilitantes, que ndo sé diminuem a
qualidade de vida dos pacientes, mas também aumentam a sua morbidade e
mortalidade.

Atualmente os transplantes aut6logos sao realizados quase exclusivamente
com CTH obtidas do sangue periférico, pois em relacdo a medula éssea, apresenta
as vantagens de oferecer uma recuperag¢do hematopoiética mais rapida, podem ser
coletadas sem anestesia geral e sem necessidade do emprego de técnicas
invasivas. Sdo obtidas por meio de separadores celulares que coletam um grande
namero de leucécitos do sangue periférico, através de leucoaféreses. (Massumoto,
Mizukami, 2000; Copelan, 2006). O marcador CD34 é uma glicoproteina de
superficie, expressa em células progenitoras e linfoematopoiéticas imaturas, em
células endoteliais e em fibroblastos embribnicos. As células CD34+ da medula
O0ssea correspondem a 1,5% das células mononucleares medulares, mas contém
precursores para todas as linhagens linfoematopoiéticas. Os anticorpos CD34,
especificamente, detectam uma média de apenas 1,5% de células mononucleares
de baixa densidade, de aspirados de medula 6ssea de doadores normais. Em
contraste, ha menos de 0,5% de células CD34+ no sangue periférico nao
mobilizado. As células-tronco hematopoiéticas podem ser mobilizadas da medula
0ssea através de quimioterapia ou da associagdo desta com fatores de crescimento.

Empregando a mobilizagdo com quimioterapia, a porcentagem de células CD34+
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pode aumentar para 1% a 5%. A contagem de células CD34+ pode prever a
recuperacdo de células progenitoras, que podem ser coletadas por leucoaférese
(Massumoto, Mizukami, 2000; Copelan, 2006).

O transplante autdlogo com células tronco-hematopoiéticas mobilizadas para
0 sangue periférico, produz um periodo de neutropenia significativamente inferior ao
verificado no transplante alogénico de medula éssea, acarretando uma frequéncia
muito menor de infeccbes bacterianas e fangicas na fase pos-transplante.
Entretanto, essas infec¢cdes podem constituir problema, quando se depletam células
imunocompetentes do transplante, como pela sele¢do positiva de células CD34
(Massumoto, Mizukami, 2000).

No Brasil o TCTH autdlogo com utilizacdo de CTH provenientes da medula
0ssea ou do sangue periférico pode ser indicado em pacientes com idade inferior ou

igual a 75 anos nas seguintes situagoes:

a) leucemia mieldide aguda (LMA) em primeira ou segunda remissao;

b) linfoma ndo Hodgkin (LNH) de graus intermediario e alto, indolente
transformado e quimiossensivel, como terapia de salvamento apls a
primeira recidiva,;

c) linfoma Hodgkin (LH) quimiossensivel, como terapia de salvamento,
excluidos os doentes que ndo se beneficiaram de um esquema
quimioterapico atual;

d) mieloma multiplo (MM);

e) tumor de célula germinativa (TCG) recidivado, quimiossensivel
(excluidos os doentes que ndo se beneficiaram de um esquema
quimioterapico atual);

f) neuroblastoma em estadio IV e/ou alto risco o (estadio Il, Ill e IVS com
nMyc amplificado) em pacientes com idade igual ou maior do que 6
meses, desde que bom respondedor a quimioterapia em primeira terapia
(Callera et al., 2013).

Varios fatores predisponentes, relacionados a doenca de base, aos tipos e
as complicacdes do transplante de CTH influenciam o perfil das infecgbes que

acometem os pacientes submetidos ao procedimento (Nucci, Maiollino, 2000).
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A quimioterapia provoca efeitos secundéarios orais e sistémicos como
imunossupressao, desequilibrio da microbiota oral, hipossalivacdo e mucosite que
predispdem os pacientes a um alto risco de infeccfes fungicas e bacterianas; outras
complicacBes orais incluem estomatites, sangramento, dor, perda de funcdo e
xerostomia, problemas nutricionais e neuroldgicos (Lalla et al., 2010; Wong, 2014;
Lerman et al., 2008).

Segundo Lerman et al. (2008), Candida albicans s&o habitantes comensais
da cavidade bucal de 34 a 68% da populacédo saudavel; podendo provocar infeccdes
locais e ou sistémicas em pacientes imunocomprometidos, principalmente sob uso
de quimioterapia (Lalla et al., 2010; Sardi et al., 2013; Willians, Lewis, 2011).

As formas pseudomembranosa e eritematosa, sdo as manifestacdes clinicas
de candidose oral mais comuns em pacientes oncologicos. Podem ser
assintomaticas ou associadas a alteracdes como sensacdo de ardéncia bucal,
despapilamento da lingua, desconforto, e alteracbes no paladar, o que tem um
impacto significativo na qualidade de vida e na ingestao alimentar dos pacientes cujo
bom estado nutricional é imprescindivel. Além disso a candidose oral pode se
disseminar sistemicamente, ap0s atingir a orofaringe ou através das lesdes de
mucosite, o que pode ser fatal (Lalla et al., 2010; Lerman et al., 2008).

As infec¢Bes por fungos do género Candida acontecem principalmente
durante o periodo de neutropenia, quando a fagocitose est4d seriamente
comprometida. As espécies de Candida sdo responsaveis pela maioria das
fungemias em pacientes submetidos a transplante de células-tronco
hematopoiéticas. Em seus estudos, Nucci et al. (2013) e Park et al. (2016) indicaram
micro-organismos do género Candida, como causa comprovada de infeccéo flungica
sistémica em 0,6% e 0,8 % respectivamente, dos pacientes submetidos a
transplante autdlogo de CTH. Enquanto, anteriormente, Candida albicans era a
espécie prevalente nas infec¢cbes, atualmente, as espécies ndo albicans séo tao ou
mais frequentes, especialmente Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida
glabrata e Candida krusei. Estas duas ultimas tém seu aumento atribuido, ao menos
parcialmente, ao uso profilatico de fluconazol ao qual séo resistentes (Nucci,
Maiollino, 2000; Pfaller, Diekema, 2007; Westbroock et al., 2013; Fathi et al., 2016).

Segundo Pfaller e Diekema (2007), mais de 17 espécies diferentes do

género Candida sdo conhecidas como agentes etioldégicos de infeccbes em
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humanos, entretanto mais de 90% das infec¢cOes invasivas sdo causadas por C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei.

As complicacdes orais advindas da quimioterapia, agudas ou tardias, podem
se desenvolver devido ao dano direto aos tecidos orais, ou por danos indiretos
causados pela toxicidade sistémica principalmente imunossupressao. As infeccoes
fungicas se relacionam tanto a rea¢gfes agudas como tardias, devido a altera¢des na
microbiota oral, diminuicdo da imunidade sistémica e disfuncbes de glandulas
salivares (Haverman et al., 2014; Fischer, Epstein, 2008).

A mucosite oral € uma complicacdo aguda comum da quimioterapia,;
manifesta-se como eritema ou ulceracdo da mucosa oral, sendo uma condi¢cao
dolorosa e debilitante que aumenta o risco de infeccdes locais e sistémicas. E
caracterizada por uma reacao inflamatdria toxica que pode ocorrer por exposicao a
agentes quimioterapéuticos e / ou radiacdes ionizantes. E comum durante a terapia
oncolégica, e é a mais comum complicacdo e causa de dor na cavidade oral em
pacientes submetidos a TCTH aut6logo ou alogénico, com uma frequéncia de 75% -
99% . (Epstein, Shubert’,1999 citado por Patussi et al., 2014)

Os quimioterdpicos podem causar danos transitorios nas glandulas
salivares, 40% dos pacientes relatam hipossalivacdo durante o tratamento. Além do
desconforto, a hipossalivacdo pode ocasionar disfagia, dificuldades de fala,
degluticdo e alteracbes no paladar. Sem os efeitos lubrificantes da saliva, os tecidos
intraorais tornam-se friaveis e suscetiveis a inflamacdo e infec¢cdes bacterianas e
fungicas especialmente pelo género Candida (Fischer, Epstein, 2008; Epstein et al.,
2009).

A prevaléncia de colonizacdo fungica da cavidade oral de pacientes
oncologicos é de 48,2% pré-tratamento, 72,2% durante o tratamento e 70,1% apo6s o
tratamento. A prevaléncia clinica de candidose oral em pacientes com cancer é
estimada em 7,5% no periodo pré-tratamento, 39,1% durante o tratamento e 32,6 %
apos o fim da terapia (Lalla et al., 2010).

Segundo Lalla et al. (2010), Candida albicans é relatada como a espécie
mais prevalente durante a terapia oncoldgica (46,2%), seguida de C. tropicalis

(16,6%), C glabrata (5,5%) e C. krusei (3%).

*Epstein JB, Shubert MM. Oral mucositis in myelosuppressive cancer therapy. Oral Surg Oral Med Oral Pathol
Oral Radiol Endod. 1999 Sep; 88(3):273-6. 1997 apud Patussi et al, Clinical assessment of oral mucositis and
candidiasis compare to chemotherapic nadir in transplanted patients. Braz Oral Res. 2014, 28(1):1-7
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Em seus estudos Westbrook et al. (2013) mostraram que 42% dos pacientes
durante TCTH apresentavam coloniza¢&o fungica da cavidade bucal. Dentre as nove
diferentes espécies encontradas, C. albicans e C. glabrata foram as espécies
predominantes; a taxa de colonizacdo por mudltiplas espécies foi de 13% e C.
glabrata estava presente em 93% destes casos. Apesar do uso profilatico de
fluconazol pré-transplante, 45% dos pacientes permaneciam colonizados no dia do
transplante que ocorria em média 5,5 dias apods o inicio do medicamento.

O manejo das infec¢des fungicas orais em pacientes oncologicos envolve o
uso profilatico de antifingicos topicos e sistémicos. Em geral, os agentes topicos séo
preferidos devido ao menor risco de efeitos colaterais e interacdes medicamentosas.
E comum o uso de bochechos com solucées de nistatina, a desvantagem é o curto
contato com os tecidos orais e reclamacfes em relacdo ao seu gosto, o que tende a
desestimular o uso (Lalla et al., 2010).

A identificacdo laboratorial de Candida spp a partir de culturas, pode se
obtida através da caracterizacdo morfolégica, bioquimica e fisiolégica; ou por
técnicas moleculares que fornecem resultados mais rapidos, mais precisos e muitas
vezes menos onerosos.

Meios de cultura cromégenos como o HiCrome Candida® oferecem uma
ferramenta de triagem sendo utilizados para identificacdo presuntiva de espécies de
Candida de acordo com a cor desenvolvida pelas colénias através de indicadores de
pH e fermentacdo de compostos especificos ou substratos cromégenos (Madhavan
et al., 2011). Técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) e o0 seguenciamento genético, apresentam altas sensibilidade e
especificidade e oferecem resultados mais rapidamente.

Considerando-se a importancia do género Candida como patégeno
oportunista em pacientes imunocomprometidos, bem como a variabilidade no perfil
de resisténcia das espécies, a identificacdo precisa dessas espécies se faz de
extrema importancia para que de maneira segura sejam prevenidos e tratados,
priorizando a necessidade de assegurar ao paciente oncolégico, menores
complicacbes e melhores condicbes de saude durante o processo de tratamento

antineoplasico.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivos gerais

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a prevaléncia de leveduras do
género Candida na cavidade bucal de pacientes onco-hematologicos anterior e

posterior ao transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas (TCTH).

2.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos foram:

a) correlacionar os achados microbiolégicos com dados clinicos dos
pacientes submetidos a TCTH;

b) identificar e sequenciar as cepas do género Candida isoladas da
cavidade bucal dos pacientes TCTH utilizando primers para regiao
ribossomal ITS2;

c) comparar as sequéncias de DNA obtidas e avaliar a similaridade através
da andlise filogenética;

d) avaliar a eficiéncia do tratamento profilatico adotado.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do ICT/UNESP S&o José dos Campos e aprovado sob o parecer de
namero 924.097 (ANEXO A).

3.2 Grupo de estudo

O trabalho foi realizado com 27 pacientes submetidos a transplante autélogo
de células-tronco hematopoiéticas, provenientes do setor de Onco-hematologia do
Hospital Pio XII' de Sdo José dos Campos-SP, sob a supervisdo do Dr. Fernando
Callera.

Neste hospital o TCTH segue o seguinte protocolo: a mobilizagdo das CTH
(definidas pela presenca da proteina de membrana CD34), é realizada utilizando-se
quimioterapia em doses baixas (Ciclofosfamida 1500 mg/m2 por 1 dia) em
associacado com fator de crescimento de granulécitos (G-CSF 10 mcg/kg por 7 dias).
A quimioterapia em altas doses, chamada condicionamento, é realizada conforme o

diagndstico do paciente, sendo:

a) Melphalan 200mg/m2 para mieloma multiplo;

b) Ciclofosfamida 5000mg/m2, BCNU 350mg/m2 e Etoposide 1500mg/m2
para linfomas;

c) Bussulfan 4mg/Kg/dia e Ciclofosfamida 30mg/Kg/dia para leucemias;

d) Carboplatina 1500mg/m2 em associagdo com Etoposide 1500mg/m2 para

tumores germinativos.

0 Hospital Pio XII de S3o José dos Campos é referéncia no tratamento de doencgas onco-hematoldgicas, na
regido do Vale do Paraiba e Litoral Norte de Sdo Paulo. Em 2016, atingiu a notavel marca da realizagdo de 300
transplantes de medula desde 2004.
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A recuperagdo medular ap6s a quimioterapia em altas doses € caracterizada
pela contagem de neutréfilos acima de 0,5x10%/L e de plaquetas acima de 20x10%/L.
No periodo entre a reinfusdo das células CD34+ descongeladas e a recuperacéo
medular os pacientes permanecem isolados na unidade de transplante de medula
O0ssea e recebem suporte padronizado incluindo antimicrobianos e antifingicos,
quando necessario, bem como componentes do sangue para reposicdo de
hemoglobina e plaquetas. E adotado o uso profilatico de bochechos diarios com

clorexidina a 0,12%.

3.3 Critérios de inclusao

Foram incluidos os pacientes admitidos para transplante autélogo de células
tronco hematopoiéticas no Hospital Pio XII de Sao José dos Campos, que
concordaram em participar da pesquisa, mediante assinatura do Termo de
consentimento livre e esclarecido — TCLE (APENDICE A).

3.4 Anamnese

Os individuos foram questionados a respeito de dados pessoais e
demograficos, condicbes de saude geral e bucal, uso medicamentos doenca base
e/ou associadas, habito de tabagismo e higiene bucal, uso de proteses el/ou

aparelhos ortodonticos; e os dados anotados em uma ficha clinica (APENDICE B).

3.5 Exame clinico

Todos os pacientes foram submetidos ao exame clinico para avaliacdo das

condicdes de saude bucal. A cavidade oral foi avaliada através de inspecéo visual e
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palpacéo digital, quanto a presenca de lesdes bucais, candidiase, mucosite, uso de
proteses e aparelhos ortodénticos. Todos os individuos foram examinados pelo
mesmo operador e 0os dados referentes ao exame clinico foram anotados nas fichas
clinicas para analise.

Para avaliacdo geral da saude bucal foi utilizado o indice CPO-d, indice
odontoldgico que tem por objetivo a contabilizacdo de dentes cariados, perdidos e
restaurados (obturados).

Mucosite foi avaliada de acordo com a Escala de Toxicidade oral da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que se baseia em sinais objetivos
(vermelhiddo ou eritema, desenvolvimento de Ulcera) e  sinais subjetivos
(capacidade de engolir, sensibilidade da mucosa) e classifica mucosa em quatro
tipos: Grau 0, nenhuma mudanca observada na cavidade oral durante tratamento;
Grau |, presenca de dor e eritema na mucosa, gengivas, lingua, ou palato; Grau I,
presenca de eritema e Ulceras, ser capaz de se alimentar normalmente; Grau lll,
presenca de Ulceras, apenas alimentacdo "pastosa" € suportada; e grau IV,
presenca de Ulceras, eritema,e dor, tornando impossivel alimentacdo (Tabela 1)
(World Health Organization,1979).

Tabela 1 - Mucosite Escala de Toxicidade Oral da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS)

Escala Alterac@es clinicas

Grau 0 Sem alteracbes

Grau | Dor e eritema

Grau ll Eritema e Ulceras

Grau llI Ulceras (apenas dieta liquida)
Grau IV Incapaz de se alimentar

Fonte: World Health Organization (1979).

3.6 Coleta e processamento das amostras

Realizou-se 2 coletas por individuo, nos periodos pré e pds transplante
autologo células-tronco hematopoiéticas. A primeira coleta ocorreu no momento da

internacdo para o transplante, a segunda coleta ocorreu no momento da aplasia
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medular (Nadir: momento do tratamento quimioterapico em que ocorre o menor valor
de contagem hematoldgica) (Patussi et al.,, 2014). As contagens sanguineas de
neutrofilos absoluta e relativa foram aferidas nestes momentos.

A coleta de material da cavidade bucal foi realizada por meio de enxague
bucal com 10 mL de solucéo fisioldgica esterilizada (NaCl a 0,85%) tamponada com
fosfato (PBS 0,1M e pH 7,2 - Gibco) contida em um coletor universal estéril
descartavel. Os individuos realizaram bochecho com a solucdo durante um minuto,
devolvendo em seguida para o mesmo recipiente, que foi mantido em uma bolsa
térmica com gelo até ser transportado para o Laboratério de Imunologia e
Microbiologia do Curso de Odontologia do Instituto de Ciéncia Tecnologia de Sé&o
José dos Campos/UNESP, respeitando-se o periodo maximo de 3 horas. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos, a 4500 rpm em centrifuga
(MPW-350, MPW Med. Instruments, Warszaw, Poland) e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS (0,1M e pH 7,2
Gibco) e homogeneizado em agitador de tubos (Vortex, Fanem, Sdo Paulo, SP,
Brasil) por 30 segundos. Aliquotas de 0,1 mL foram semeadas meio cromogénico
HiCrome Candida (Himedia, Mumbai, india) e incubadas em estufa bacteriologica a
37°C por 48 horas. Apds esse periodo foi realizado a contagem de unidades
formadoras de colbénias (UFC/mL). As espécies de Candida foram diferenciadas pela
cor da colénia em Agar HiCrome Candida: verde para C. albicans, creme para C.
glabrata, azul para C. tropicalis e roxa para C. krusei (Figura 1).

Figura 1 — Crescimento de Candida spp em HiCrome Candida

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para obtenc¢do de culturas puras, cada colénia obtida no meio cromégeno foi
semeada, por esgotamento, em 4gar Sabouraud dextrose (Difco) e incubada por 24
horas a 37°C. ApoOs o crescimento, as leveduras foram adicionadas ao caldo YPD
glicerol por 24 horas a 37°C e posteriormente estocadas em freezer a -70°C (-86°C
Ultra-Low freezer, Nuaire, Plymouth, MN, USA).

3.7 Identificacdo das amostras de Candida

3.7.1 Extracdo do DNA das amostras

Para a extracdo de DNA, foi adicionado 100 ul de uma solucao de lise da
parede celular (0,9 M sorbitol; 0,1 M EDTA; 50 mM dithiothreitol - DTT, Calbiochem,
USA; Zymolyase® 165 ug por mL, ICN, USA) em cada tubo. Os tubos foram
incubados a temperatura de 37°C por 30 minutos em banho-maria, modelo Q215M2,
n° de série: 11050546(Quimis, Diadema/SP, Brasil). Apos este periodo, foram
centrifugados a 2.500 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o depdsito
ressuspendido em outra solucao para lise das membranas celulares (50 mM Tris, 50
mM EDTA, 1% SDS). Em seguida, os tubos foram mantidos em banho-maria a 65°C
por 30 minutos para a extragao total do DNA.

O DNA extraido foi precipitado, acrescentado as amostras 100 uL 5M de
acetato de amoénio (Quimex, Brasil) e foram mantidas no gelo por 20 minutos. As
amostras foram novamente centrifugadas a 7.500 g. por 15 minutos para remocao
de proteinas. O sobrenadante foi coletado e transferido para outro microtubo
contendo 150 pL de isopropanol. O sistema foi homogeneizado e mantido em
congelador a -20°C por 30 minutos. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a
7.500 g. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado com 200 pL de
etanol 80% e centrifugacdo por 5 minutos a 7.500 g. Os tubos permaneceram
abertos em estufa de secagem por 30 minutos para a completa evaporacdo do
etanol. O precipitado foi suspenso em 30 pL de tampé&o TE (10mM TE, pH 7,5)
(Liguori et al., 2007, 2010).
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3.7.2 Quantificacdo do DNA extraido

Apos os procedimentos de extracdo foi realizada a quantificacdo de DNA
com o objetivo de obter melhores resultados na amplificagdo. Um microlitro do
produto de extracéo foi avaliado em espectrofotdmetro Nanodrop com medicado da
sua absorvancia em 260 nm (Figura 2). Apos afericdo, as amostras foram diluidas

para a concentracao final de 20 ng/uL™.

Figura 2 — Curva de DNA total extraido do biofilme em ng/ uL no espectofotdmetro
Nanodrop 2000, com comprimento de onda 260 nm

‘ Sample 1D ]—l_ Pedestal
20 {)
" Type DNA e [50.00
Conc | 104238 [nglpl =
1
A260 (10 mm path) 20,857
14
A280 (10 mm path) 9993
¥ B 260 7 280 209
2w \ 260 ( 230 155
= B ¥ Baseine correction | 340 nm
6
4

Wavelergth [ne)

*0
«l
285nm 961855 g

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.7.3 Amplificacdo (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

O método de PCR utilizado para a identificacdo das espécies de Candida foi
baseado no protocolo descrito por Chen et al. (2000). A reacdo de amplificacéo foi
realizada em um volume final de 25 pL contendo 10 a 20 ng de DNA, 10 mM Tris
HCI pH 8,3/50 mM KCI, 1,5 mM MgClI2, 0,8 mM de desoxirribonucleotideo, 0,3 pyL de



23

cada iniciador (10 pM/puL) e 1 U de Tag platinum DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA) no termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha). As condi¢cdes para a realizacdo deste PCR foram: desnaturacao inicial
de 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de desnaturacdo de 95°C por 30 segundos,
anelamento de 62°C por 45 segundos, extensdo de 72°C por 1 minuto e extensao
final de 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados foram analisados em gel de
agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 1,5% em TBE, corados com 0.5 pg/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, 342 pb para C. dubliniensis, 414 pb para C
glabrata, 345 pb para C. krusei e de 328 pb para C. tropicalis.

Em todas as reacdes foram utilizados DNA molde das cepas ATCCs como
controle positivos da reagdo e um controle negativo, sem adicdo de DNA molde.

Os fragmentos obtidos foram sequenciadas por eletroforese capilar em
aparelho ABI3730 (Applied Biosystems, Foster/CA, EUA)., utilizando-se polimero
POP7 e BigDye v3.1 (Thermo Fisher Scientific, CA, USA) pela empresa Myleus
Biotechnology.

A edicdo das sequéncias obtidas foi realizada com o auxilio do software

Chromas 2.4 (Technelysium Pty Ltda, South Brisbane, Australia).

3.7.4 Andlise filogenética e construcao da arvore filogenética

Apos a edicao, as sequéncias foram comparadas com sequéncias referéncia

do banco de dados do GenBank' e a deteccdo de identidade pelo programa BLAST/

" Disponivel em: www.ncbi.nlm.gov/genbank/
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NCBI/ GENBANK®. O alinhamento foi realizado com o auxilio do programa MAFFT?
(Katoh et al., 2002) e inspe¢do visual com auxilio do software Phylogeny.fr
(Dereeper et al., 2008). Para a analise filogenética foram utilizados 23 isolados
clinicos de leveduras do género Candida caracterizados molecularmente. A
construgdo das arvores filogenéticas baseada em Maximum Likelihood, utilizando
andlise de bootstrap com 1000 repeti¢cdes (Tamura et al., 2011). Para a construcéo
da arvore filogenética utilizou-se também sequéncias de C. albicans, C. dubliniensis,
C. krusei (Pichia kudriavzevii) e C. glabrata depositadas no banco de dados

GenBank' para comparacdo com as sequéncias obtidas.

3.8 Andlise dos resultados

Foi feita analise descritiva dos dados e para a andlise estatistica dos
resultados obtidos pela técnica de cultivo, os dados foram submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk para avaliagdo da normalidade. Em seguida, o teste de Wilcoxon foi
utilizado. A significancia adotada foi de 5%. A presenca e o comprimento dos
fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose 2% com brometo de
etidio (0,5 ug mL-1) e visualizadas na presenca de luz ultravioleta pelo aparelho

transluminador.

' Disponivel em: www.ncbi.nim.nih.gov/blast

s Disponivel em: http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
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4 RESULTADO

Foram avaliados 27 pacientes admitidos para TCTH autélogo no Hospital Pio
Xl de Sédo José dos Campos, dentre os quais, 12 mulheres (44,44%) e 15 homens
(55,56%). Quanto a patologia, 19 pacientes (70,37%) eram acometidos por MM, 3
(11.11%) por TCG, 2 por LH (7,4%), 2 (7,4%) por LNH, e 1(3,7%) por LMA. A faixa
etaria variou de 25 a 70 anos, idade média de 53,48 anos (Tabela 2).

O indice de CPO-d calculado, apresentou média geral de 15,37 ; nos
pacientes de 35 a 44 anos, o CPO-d médio foi de 10 e nos idosos de 65 a 74 anos, 0

CPO-d médio calculado correspondeu a 20,42.

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos pacientes transplantados

Caracteristicas Resultado
Pacientes 27
Idade

o 53,48 (faixa etaria 25 a 70)
Média (anos)

Masculino - 15 (55,56%)
Feminino - 12 (44,44%)

Sexo

Mieloma Mdltiplo — 19 (70,37%)
Tumor Células Germinativas — 3 (11,11%)
Diagndstico Linfoma de Hodgkin - 2 (7,4%)
Linfoma ndo Hodgkin — 2 (7,4%)
Leucemia Mieldide Aguda — 1 (3,7%)

Fonte: elaborado pelo autor.

N&o houve observacéo de sinais clinicos de candidose bucal em nenhum
paciente, em nenhum momento das coletas.

N&o houve ocorréncia de mucosite Grau Il ou superior, durante o periodo
estudado; 4 pacientes relataram desconforto e dor em boca no momento da coleta 2,

caracterizando mucosite Grau |, nenhum deles era portador de Candida spp no
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momento anterior durante a coleta 1; um desses paciente apresentou colonizagao
por C. albicans na segunda coleta.

Na primeira coleta, no momento da internacdo (C1) dos 27 pacientes, 11
(40,74%) eram portadores de uma ou mais espécies do género Candida, nos demais
16 (59,26%) ndo houve crescimento fungico. Dos 11 pacientes portadores de
Candida spp na cavidade bucal, 2 (18,18%) possuiam mais de uma espécie, dos 9
pacientes colonizados por apenas uma espécie, 7 eram portadores de Candida
albicans (77,77%) e 1 Candida dubliniensis (11,11%) e 1 C. krusei (11,11%). As
colonizacBes mistas, nos outros dois pacientes, foram compostas de C. albicans +
C. glabrata; C. albicans + C. dubliniensis .O tempo médio decorrido entre a primeira
e a segunda coleta foi de 10,3 dias.

Na segunda coleta (C2), durante a fase de aplasia medular onde a contagem
neutrofilos € igual a zero, 9 (81,81%) dos portadores de Candida permaneciam
colonizados, e apenas o paciente numero 9 (P9) em que ndo houve crescimento em
C1, passou a ser colonizado pelo microrganismo (Tabela 3).

Dois pacientes, evoluiram ao o6bito no decorrer do tratamento, apds a
segunda coleta. Nao houve a comprovacédo de infec¢ges fungicas sistémicas, porém
esta causa nao pode ser descartada Quanto as contagens de Unidades formadoras
de col6nias por mililitro (UFC/mL), os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.
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Amostra Paciente Coleta Abreviatura

Identificagdo da espécie
pelo sequenciamento

Quantidade de
pares de bases (PB)
sequenciadas

Q

1 1 1
2 1 1°
3 1 2°
4 1 2°
7 2 1°
8 2 2°
9 7 1°
10 7 1°
11 7 2°
12 9 2°
13 14 1°
14 14 2°
16 16 1°
17 18 1°
18 18 2°
19 19 1°
20 19 1°
21 19 1°
22 19 2°
23 20 1°
24 20 2°
25 25 1°
26 26 1°
27 26 2°
28 27 1°
29 27 2°

P1C1. A
P1C1.B
P1C2. A
P1C2.B
P2C1
P2C2
P7C1. A
P7C1.B
p7C2
POC2
P14C1
P14C2
P16C1
P18C1
P18C2
P19C1. A
P19C1. B
P19C1.C
P19C2
P20C1. A
P20C2
P25C1
P26C1
P26C2
P27C1
pP27C2

C. glabrata
C. albicans
C. glabrata
C. albicans
Pichia kudriavzevii (C. krusei)
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
. albicans
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. albicans
C. albicans
C. dubliniensis
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans

O0O000000000

198 pb
210 pb
171 pb
208 pb
240 pb
150 pb
153 pb
145 pb
146 pb
546 pb
268 pb
266 pb
309 pb
247 pb
248 pb
321 pb
323 pb
304 pb
240 pb
240 pb
237 pb
314 pb
288pb
291 pb
210 pb
197 pb

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Paciente (n°) Uso de Protese Coleta 1 (UFC/mL) Coleta 2(UFC/mL)
1 Sim 2960 93
2 Néo 210 1820
7 Né&o 85 7
9 Né&o 0 10
14 Sim 77 10
16 Sim 227 0
18 N&o 123 10
19 N&o 663 230
20 N&o 77 37
25 N&o 170 0
26 N&o 153 17
27 Sim 43 3

Fonte: Elaborado pelo autor.

De cada amostra clinica obtida nas coletas 1 e

2, caracterizados

molecularmente, obteve-se o alinhamento e analise filogenética. Os resultadoics

demonstraram 90 a 96% de homologia entre as espécies identificadas e encontram-

se nas Figuras 3 a 21.

Figura 3 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos

isolados clinicos do paciente 1, utilizando o software MaFFT(v.7)

Seq i0_PICI_A OTERCCRAC TCTCC T -A0NTA

Seq iD_PIC2 A AT Tr CCCAG TCTCC -AG T
Seq iD_PICI_B n\_(‘t CC GACTT] YT\ ORRGO
Seq /D_PIC2 B 1 T-CC C GACTT TTOABAG CC

OTROMOA- - - - - - - c
CCCAGCROBO00AGCOAT] c B00C
GTGATCOOATHC

Seq ID_PICI_A 1nsc ABTAAACTEA CAAACACAANGEGT T,Aoneuum»\m‘l‘ AAACAGOCA TG
Ssq 1D_PIC2 A 105 Y AATTAAACTC rA< Ar‘T lATIlAAl AARGIGTRTG. - - -

Seq ID_PICI_B 114 ] m T TECGGCGG c« AAAA ACETTOACCECAAA wcenw rrmcmoanumcmuc;\
Seq f0_PIC2.8 115 AA TBCGGCGE G TRCCABRTATA rm ACETTGACCHARAARCAGBT ABOAC TRECCOOTORACT TAAG- - - - CA

Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias € indicada pela tonalidade da cor azul,

guanto mais escuro mais idéntico.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4 - Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 1

0.99 SCQ_ID_PICIA

—— Seq_ID_PIC2.A
KU729066.1_Candida_glabrata_ ATCC90030
KU729057.1_Candida_albicans_ ATCC24433

0.89 Seq_ID_PIC1.B
Seq_ID_PIC2.B

Legenda: Os numeros em vermelho indicam o grau de similaridade.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos
isolados clinicos do paciente 2, utilizando o software MaFFT(v.7)

Seq ID_P2C1
Seq ID_P2C2

Seq ID_P2C1
Seq ID_P2C2

Seq ID_P2C1
Seq ID_P2C2

Seq ID_P2C1
Seq ID_P2C2

Seq ID_P2C1
Seq ID_P2C2

Seq ID_P2C1
Seq ID_P2C2

128 - - -e-csesccccecaccsomcanonmnnesannenonnan

e clg QeRg OGS s i e s 12
1@ggaaagtaat@tgatgcagatattcgtgcatcatcgaatctttgaacgcacass

13---------- c@c cc tacctt tagc@tolic@c ctce aglt 55
54 ttgcgeccctctgoi@t t@€logagccioggit@oalitga tcag tgiceti106
56 cittt@aaa t@laffictttccttcacagtcttgttcgectatcggtctc108
107 aficac@oct (1] 5] e i 127

109 tcgccagtatttageccttagatggaatttaccacccgectg atgcattcl161

-------- 131

162 aglc c@acteottagagggggctaaaagattcagcaggecatcccaggg21d
132 gga tEEoll- - ---------- e 146

215gctctcaccctcctggecgccc tittc 240
TP e oot Ry gat 150

Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias € indicada pela tonalidade da cor azul,
guanto mais escuro mais idéntico.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 - Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 2

JQ419918.1_Pichia_Kudnavzevii
KU729057.1 _Candida_albicans_ATCC24433

0.72

|
1Seq_ID_P2C2

Seg_ID_P2CI

0.3

Legenda: Os nimeros em vermelho indicam o grau de similaridade.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos
isolados clinicos do paciente 7, utilizando o software MaFFT(v.7)

Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias € indicada pela tonalidade da cor azul,
guanto mais escuro mais idénticas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 - Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 7

Seq_ID_P7CI.A

, 09 — Seq_ID_P7C1.B
KU729057.1 _Candida_albicans_ATCC24433
Seq_ID_P7C2
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Legenda: Os numeros em vermelho indicam o grau de similaridade.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos
isolados clinicos do paciente 14, utilizando o software MaFFT(v.7)
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Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias é indicada pela tonalidade da cor azul,
gquanto mais escuro mais idéntico.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 14
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 11 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos
isolados clinicos do paciente 18, utilizando o software MaFFT(v.7)
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Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias € indicada pela tonalidade da cor azul,
quanto mais escuro mais idéntico.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 — Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 18
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. Seq ID_P18CI
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos
isolados clinicos do paciente 19, utilizando o software MaFFT(v.7)
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Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias € indicada pela tonalidade da cor azul,
quanto mais escuro mais idéntico.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 - Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 19
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Legenda: Os numeros em vermelho indicam o grau de similaridade.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos
isolados clinicos do paciente 20, utilizando o software MaFFT(v.7)

Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias é indicada pela tonalidade da cor azul,
guanto mais escuro mais idéntico.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 - Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 20
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Legenda: Os numeros em vermelho indicam o grau de similaridade.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos
isolados clinicos do paciente 26, utilizando o software MaFFT(v.7)
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Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias € indicada pela tonalidade da cor azul,

guanto mais escuro mais idéntico.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18 - Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 26
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19 - Alinhamento das sequéncias nucleotidicas parciais da regido ITS2 dos
isolados clinicos do paciente 27, utilizando o software MaFFT(v.7)
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Legenda: A porcentagem de identidade entre as sequéncias € indicada pela tonalidade da cor azul,

quanto mais escuro mais idéntico.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 20 - Arvore filogenética construida baseada na similaridade entre os isolados
clinicos do paciente 27
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21 - Arvore filogenética de maximum likelihood baseada no alinhamento da

regido parcial de ITS2 construida com 100 bootstrap, usando o software
Phylogeny.fr

——— Seq_ID_P7C2
Seq_ID_P27C2

Seq_ID_P27C1
; Seq ID_PIC1.A
0.99 [Seq_lD_PIC'E_A
~ KU729066.1_Candida_glabrata_ ATCC90030
e Seq_ID_P20C1.B
1 Seq_ID_P19C1.C
—_ Seq_1D_P19C2
Seq ID_P19C1.B
KC146361.1 Candida_dubliniensis ATCC44508
0.9 KU726057.1_Candida_albicans_ATCC24433
Seq_ID_PTC1LA
Seq_ID_P7CI.B
Seq_ID_P26(C1
Seq_ID_P2C2
Seq_ID_P18C1
Seq ID_PI4C]1
Seq_ID_PI8C2
Seq_ID_P1C2.B
Seq 1D_P14C2

i—_;;'ﬂeq_l D_PICI.B
Seq_ID_P19CL.A
Seq_ID_P20CL.A

Seq_ID_P20C2
Seq_ID_P26C2

0.99

=
s
-

0.83

0.97

Seq_ID_P2C1

0.7

Legenda: Os numeros em vermelho indicam o grau de similaridade.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Na avaliacdo clinica bucal através de inspecao visual e calculo do indice de
CPO-d, pode-se observar que os pacientes apresentavam boas condi¢ces de
higienizacdo bucal no momento do exame. A opg¢éo pelo CPO-d, deveu-se ao fato
de tratar-se de método nao invasivo, evitando-se a exploracdo possivelmente
traumatica por meio de sondagem periodontal em pacientes com perfil hematolégico
comprometido, nos quais a ocorréncia de sangramento esta contra indicada. Os
valores do indice correspondem aos seguintes graus de severidade: muito baixo (0,0
a 1,1), baixo (1,2 a 2,6), moderado (2,7 a 4,4), alto (4,5 a 6,5) e muito alto (6,6 e
mais). Valores elevados indicam mas condicbes de saude bucal da
populacédo,freqiientemente associadas a condi¢des socioecondmicas desfavoraveis,
a dificuldade de acesso aos servicos e a habitos deletérios, como alto consumo de
acucares. Também pode indicar limitado acesso ao fltor (Brasil, 2008).

Nos adultos de 35 a 44 anos, o CPO-d médio no Brasil € de 16,75 , ja nos
idosos de 65 a 74 anos, o CPO-d médio € 27,53; segundo dados da ultima Pesquisa
Nacional de Saude Bucal de 2010, realizada pelo Ministério da Saude (Brasil, 2011).

Os valores calculados para os indices de CPO-d nos pacientes de 35 a 44
anos (10) e nos idosos de 65 a 74 anos (20,42), encontram-se abaixo das médias
nacionais 16,75 e 27,53 respectivamente, mas esta diferenca néo é estatisticamente
significante para p < 0,05. Esse resultado equipara o grupo estudado na média
nacional para as faixas etarias.

A ocorréncia de espécies de Candida na cavidade bucal de 40,74% dos
pacientes no periodo pré transplante, encontrada em nossos estudos, é similar aos
resultados descritos por Lalla et al. em 2010 e Westbroock et al. em 2013.

A morfologia de cor no meio HiCrome Candida, s6 foi compativel com a
espécie C albicans, confirmando a capacidade presuntiva para espécie e seletiva
para o género.

Quanto as diferengas nas contagens de UFC entre a primeira e segunda
coletas, o valor-p é 0,034 e o resultado é significativo em p< 0,05. A diminuigdo dos
valores de UFC/mL entre as contagens mostrou-se estatisticamente significativa,

mas o uso topico profilatico da clorexidina a 0,12% né&o foi capaz de eliminar a
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colonizagdo fungica bucal: 9 (81,81%) dos pacientes mantiveram-se colonizados no
momento do trasnsplante, um nimero quase duas vezes maior que achados de
Westbroock et al. (2013), que relataram que os 45% dos pacientes permanecem
colonizados por Candida spp no momento do transplante, provavelmente devido ao
tipo de profilxia adotada. Segundo Ramla et al. (2016), ndo h4 uma contagem de
UFC/mL que permita diferenciar entre doenca e comensalismo, mas altas contagens
podem predizer a possibilidade do desenvolvimento de infeccdo. E valido ressaltar
os altos valores de UFC/mL encontrados no paciente P1 que é portador de prétese
do tipo protocolo superior; este tipo de prétese propicia uma interface palato/prétese
de dificil higienizag&o, requerendo cuidados adicionais por parte do paciente, como
visitas regulares ao dentista para higienizacdo. Outra observacdo interessante é o
aumento exacerbado da contagem de UFC/mL observado no paciente P2C2,
contrariando o comportamento dos demais em que o nimero de colénias diminuiu
entre as coletas; o paciente tinha um perfil ndo colaborador, recusando-se a fazer os
bochechos com clorexidina, podendo dever-se a isso 0 aumento. Apenas 0 paciente
P9 passou a ser colonizado a partir da segunda coleta, o que coincidiu com relato e
mucosite Grau | por parte do paciente; uma justificativa pode ser o tipo de
quimioterapia considerada mais agressiva para o Linfoma de Hodgkin, diagnéstico
do paciente em questao.

A presenca de Candida apresentou-se como uma variavel independente do
uso de proétese, apesar dos relatos da literatura que correlacionam o uso de protese
e a presenca de Candida spp e candidose oral (Bianchi et al., 2016; Oliveira et al.,
2010).

Durante nosso trabalho, ndo observamos a ocorréncia clinica de candidose
oral, nem de mucosite Grau Il ou mais, ndo sendo possivel correlacionar a
ocorréncia desses eventos com a neutropenia. Westbrook et al. (2013), né&o
encontraram correlacdo positiva entre a colonizacdo por Candida e a presenca ou
severidade da mucosite.

Apesar da ndo comprovacao, na ocorréncia de Obito em dois pacientes no
decorrer do tratamento, ndo pode ser descartada a implicagcdo de causa fungica
sistémica. Em seus estudos, Kolbe et al. (1997) ndo observaram infec¢des fungicas

sistémicas, nem infec¢cbes fungicas comprovadas nem provaveis em 66 pacientes
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submetidos a quimioterapia de altas doses e transplante”autélogo de células-tronco
periféricas.

Considerando-se 0 numero total de pacientes (27) durante a primeira coleta,
as espeécies de Candida foram identificadas nas seguintes proporc¢des: C. albicans
(33,33 %), C. dubliniensis (7,4%), C. glabrata (3,7%), C. krusei (3,7%). A espécie C.
albicans estava presente em 25,92% dos pacientes como espécie Unica, um
paciente apresentou colonizag&o Unica por C. dubliniensis (3,7%) e um por C. krusei;
7,4 % dos pacientes apresentaram colonizagdo por mais de uma espécie: C.
albicans e C. glabrata; e C. albicans e C. dubliniensis. Os estudos de Nucci et al.
(2010), sugerem uma distribuicdo geografica diferente entre a América Latina e o
hemisfério norte, para a epidemiologia de candidemia, que no Brasil e paises
vizinhos depois da Candida albicans, as espécies mais prevalentes nas micoses
invasivas sao a C. parapsilosis e C. tropicalis, e a C. glabrata nos Estados Unidos.

Nossos resultados corroboram com os dados da literatura onde ocorre maior
prevaléncia de Candida albicans. A identificacdo de espécies ndo- albicans é de
grande importancia, principalmente C. glabrata e C. krusei serem apontadas por
diversos autores como resistentes ao fluconazol (Westbrook et al., 2013;
Mohammadi, Foroughifar, 2016; Sardi et al., 2013).

Quanto ao sequenciamento e identificacdo genética, pode-se observar que
todas as amostras apresentaram algum grau de alteracdo na sequéncia de
nucleotideos, inclusive dentro da mesma espécie, entre a primeira e segunda coleta.
Este é um dado importante, que merece estudos mais aprofundados ja que existem
relatos de que o tratamento quimioterapico influencia e altera a biologia de Candida
na cavidade oral de pacientes oncoldgicos, aumentando a viruléncia por meio de
aumento na adesividade, resisténcia a antifingicos, resisténcia a fagocitose e tempo
de sobrevivéncia na cavide oral (Ueta et al., 2001; Ramla et al., 2016). O resultado
da andlise filogenética apresentou 85 a 99% de homologia na comparacdo das
amostras com espécies geneticamente determinadas, indicando uma alta acuracia e
confiabilidade na identificacdo. A identificacdo molecular tem alta acuracia
mostrando-se muito importante na identificacdo das espécies, permitindo melhor
manejo profilatico e terapéutico de pacientes imunocomprometidos. Os pacientes P9

e P25 ndo aparecem nas figuras de alinhamento e arvore filogenética, porque estas
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avaliacbes sdo comparativas, e estes pacientes apresentaram-se colonizados em

apenas uma das coletas, ndo sendo possivel fazer a comparacao.
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6 CONCLUSAO

Dentro das condicbes deste trabalho, foi possivel identificar o género
Candida, na cavidade bucal de pacientes onco-hematologicos submetidos a
transplante autdlogo de células-tronco hematopoiéticas de forma acurada através do
sequenciamento genético. O trabalho mostrou-se importante para implementar o
manejo profilatico e terapéutico dos pacientes oncoldgicos com vistas a diminuir a
morbidade e mortalidade dos mesmos, em relacdo a presenca de Candida spp na

cavidade oral.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

O objetivo deste estudo € avaliar a presenca de microrganismos do género Candida
spp na boca de pacientes em tratamento quimioterapico submetidos a transplante de
medula éssea. Desta forma, € necessario coletar amostras por meio de enxague
bucal em recipientes descartaveis e que serdo levados ao laboratério Imunologia e
Microbiologia, no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos para
serem processados. Este enxague consiste em bochechar solucdo fisiol6gica
durante 01 minuto. O processamento sera passar a amostra para meios de cultura
especificos e verificar a presenca destes microrganismos. O trabalho € de extrema
importancia, pois vai fornecer aos médicos e aos dentistas informacfes necessarias
para a prevencdo de doencas causadas por estes microrganismos nos pacientes
que estao sob o tratamento quimioterapico.

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. Se tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia de S&o
José dos Campos — UNESP, situada na Av. Eng. Francisco José Longo, 777, CEP
12 245-000, em Séo José dos Campos, Fone: 39479033 e comunique-se com 0
coordenador Profa. Dra. Janete Dias Almeida. Informo que sera garantida a
liberdade de retirada do consentimento a qualquer momento e assim deixar de
participar do estudo. Também nao havera custo nem pagamento pela colaboracéo.

Acredito ter sido esclarecido a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo, e concordo em participar sabendo quais o0s
propositos e os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade
e de esclarecimentos permanentes, e que a minha participacdo ndo implicara em
nenhuma despesa. Concordo em participar voluntariamente deste estudo e com a
publicacdo andnima dos dados gerados por ele. Poderei retirar 0 meu consentimento
a qualguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade, prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data: / /

Nome do paciente: RG:
Endereco:

Local e Data

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador



APENDICE B - Ficha Clinica

CONTROLE CLINICO - PROJETO MESTRADO ROSANA FERREIRA SILVA

PACIENTE N2 NOME:
DATA MUCOSITE LEUCOCITOS TEMPERATURA OBSERVACOES
NOME:
ENDERECO:
CIDADE: TELEFONE: NATURALIDADE:
SEXO: COR: IDADE:

DOENGA BASE:
MEDICACOES:

OUTRAS DOENGAS:

HABITOS:

ESCOVAGAO:
INDICE CPOD:

X/DIA  BOCA SECA: SIM ( ) NAO ( ) PROTESE: SIM ( ) NAO ( ) TIPO:

OBSERVAGOES
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APENDICE C - Ficha de Controle Microbiologia

CONTROLE MICROBIOLOGICO - PROJETO MESTRADO ROSANA FERREIRA SILVA

PACIENTE N© NOME:
COLETA 1 DATA:

CONCENTRACAO|N2 COLONIAS| COR [TAMANHO (mm CARACTERISTICAS
COLETA 2 DATA:

CONCENTRAGAO[N2 COLONIAS| COR [TAMANHO (mm CARACTERISTICAS
COLETA 3 DATA:

CONCENTRACAO[N2 COLONIAS| COR _TAMANHO (mm CARACTERISTICAS

47
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ANEXO A — Parecer consubstanciado emitido pelo Comité de ética em Pesquisa em
seres humanos ICT — UNESP

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA CAMPUS SA0 “GRBram
JOSE DOS CAMPOS - UNESP
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DEPTSQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA PREVALENCIA DE Can®iaa spp. NA CAVIDADE BUCAL DE
PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS-TRONCO

HEMATOPOETICAS
Peaquisador: Sigmar o2 Melo Rode
Araa Tematica:
Vers3o: 3

CAAE: 35635514.0.0000.0077

Inattuigao Proponents: Instifuto o2 CiEncia & Tecnologa de S30 Jose dos Campas - UNESP
Patrocinador Principal: Flhanciamento Prépeo

DADOS DO PARECER

Nimero do Parscer: 524047
Data da Relstorla” 181122014

Apresantagio do Projsto:

Micro-organismos como fungos do gnero Canalda, 550 habiiantes comensals da cavidade oral; em
condlgdas normals, So-SYIStEm oM 3 MICTODIOtE NOCMal SaM [roVosar doengas. Entratants, aterapies
10CaS OU SISEMIC3S COME IMUNOSSURNes530, desaquiinno da microdioa ord NIpCSSEIvaga0 & mucosie,
SECUNaanias 30 ratameno quimicterapico, pradisplem pacientss com cancer 3 um alto nisco de Infecgles
fngicas orals & sistemicas. O oojetivo 0252 projeto & avalar 3 presenta 0 leveouras do géner Candios
na cavidade bucal 62 pacient=s oNcO-NEMa0INgIcos SUbMEYdCs 3 ranspiante

ansingo de clulas-tronco hematopodticas [TACTH). Serdo avallacos 50 pacientss, nos tempos pre, durants
e pée fransplantz. A coleta das amesiras da cavidade bucal serd realzada pela ¥enica de snxagle bucal &
$8730 5eMaaas &M ChIOMagar Cantioa Pars Contagem o8 unitades DMacdoras s coltnias por minto
(UFGmI) = triagem das cepas 1s0ladas. A Idantificagdo em nivel de especis sera realizada por Reagdo 2m
Cadela 63 Polimerase (PCR) mutipiex. Para analss sialistica dos rasultacos obtidos peia 1écrica de
cultivo, 05 03305 52730 SUDMEKICE 30 teste o2 Shaplro-WIK para avallaglo da normalidade. Emseguica, 0
teste 02 vanancla (Repeated Measure One way ANOVA, ou teste de Wikcoxon) 5273 weilzaco. A sgnifcancia

adotada serd de 5%
E o AvEng* Fr Josk Langs 1TV
Barto! Jardm Sio Dmen CEP. 125000
Uk S» Municipio: SAD JOSE DOS CANPOS
Telalona! (triudl-sors Fax: (Sara0 E-mat  cagh@tosic unese br

A e D
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INSTITUTO DE CIENCIAE
TECNOLOGIA CAMPUS SAO W"“
JOSE DOS CAMPOS - UNESP
Condreacla do Parscar S04 067

Objstivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

a) avallar 3 prevaiéncia de leveduras do género Candida n3 cavigade oral de paclenies onco-
hematologlcossu bmetidos 3 transpiants autdlogo de medula 0ssea;

bj identficar 35 espécies de Candida isoiadas.

Objetivo Secundanc:

3) COmEEconar 3 0COmancia cinkca de canddose of3l & neutropenia 3 colonizagdo ngcas;

b} avaliar 3 eNciénca do ratamento profiatico adotado.

Avaliag3o 0os Riscos @ Beneficios:

A 3utora coloca que NS0 ha Mecos & 0 DENEficl serla 00s pacientes IdentiNcados como portadorss de
Candda spp, ficarem sinaizados com 3 possibiidade 0e necesskhiarem de rXameno antifiingico sist2mico.

Comentarios 8 Conalderagiss sobre a Pesquisa:

A pesquisa se MOsira de grande ralevancia, principaimentie por 2 propor 3 medhorar 3 quatidade ge vida
035 pE6s0as que J3 apreseniam tantos comprametimentos. A forma o2 coieta e bem simpies & 06 MRsultados
E5P3I0S 52 MOSTaM PromiSSones.

Consideragies sobre oe Termos de apresentac3o obrigatoria:

Todos 05 12mos o2 apracentacdo obrigaténa foram enviados 2 adequados conforme orfentagles do
parecar anterior,

Racomandagles:

Que 3 pesquisa 583 re31zada com 103 responsablidace 2 senedade.
Conciusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

A 3utora fez 35 adequaghes necessanas. N30 N3 pendencias nesiz projeio.
Situag3o do Parecer

Aprovado

Necsssita Apraciagao da CONEP:

N3o

Coneideragies Finals a critério do CEP:

O Colagiado confima 0 parecer do relatora

Eoderogo:  Av Eng® Frevctacs Jowk Laege I77

Barro: Jardm Sao O CEP. 12245000

uF: P Munisiplo:  SAD JORE DOS CANMOS

Teletone. | 1280470078 Fax: (INS047-5010 Emml: coph@fosi unes by

agrazice =



INSTITUTO DE CIENCIA E

TECNOLOGIA CAMPUS SAO W““’
JOSE DOS CAMPOS - UNESP

Comtrumcic do Parscer 206 067

SADQ JOSE DOS CAMPOS, 18 d2 Dezembro de 2014

Assinado por]
Denisa Nicodemo
{Coordenador)

Enderegol  Av Eng” Fresciecs Joss Langs 177

Belrro. Jedm S0 O CEP. 12245000

UF: 5P Municisio: SAD JOSE DOS CANPOS

Telefone: | 120470078 Fax: (123047500 E-mabt  caphioedc unesp by

Sagratice =

50



