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RESUMO

A adesao de microrganismos as superficies mucosas do hospedeiro é um
pré-requisitc importante para a colonizacéo e infecgdo microbiana. Dentre as
espécies de Candida, C.albicans é considerada a mais patogénica e com maior
capacidade de aderéncia as células epiteliais, seguida de C.tropicalis. C.krusei é
uma espécie pouco patogénica e com baixa capacidade de aderéncia, causadora
de doenga principalmente em individuos imunocomprometidos. Muitos dos
estudos sobre aderéncia de Candida sao realizados in vitro, havendo poucos
estudos in vivo. Este trabalho teve como objetivo principal estudar a aderéncia de
C. albicans, C. tropicalis e C. krusei no dorso da lingua de ratos.

Foram utilizados 270 ratos divididos em 3 grupos de 90 animais, cada grupo
recebendo indculo de uma das trés espécies e sendo composto de 45 animais
normais e 45 xerostdmicos. A recuperacdo de Candida a partir da saliva foi
realizada nos periodos de 5, 15, 30, 60 minutos e 4, 12, 24, 48 e 72 horas apés a
inoculagdo. Logo em seguida os animais foram sacrificados e a lingua foi retirada
para contagem de leveduras aderidas. A quantificacao foi feita a partir do volume
de saliva coletado e o numero de unidades formadoras de coldnias (UFC)
recuperadas. A contagem foi realizada em 20 campos da regiao das papilas
verdadeiras da lingua dos ratos. Os resultados mostraram que a aderéncia de
Candida ocorre principalmente na queratina mole das papilas verdadeiras, sobre a
placa bacteriana presente nesta area. A xerostomia aumentou a quantidade de
placa bacteriana nas papilas linguais e facilitou a aderéncia das trés espécies de
Candida, aumentando também o numero de leveduras recuperadas. C.kruse,
C.tropicalis e C.albicans apresentaram valores semelhantes tanto na recuperacgao

como na contagem.
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ABSTRACT

The adhesion of microorganisms to host mucosal surfaces is an important
prerequisite for successful microbial colonization and infection. Candida albicans is
the most pathogenic of Candida species and has a high ability of adherence to
epithelial cells, followed by C.tropicalis. C.krusei is the least pathogenic species,
causing candidosis only in immunocompromised host. Candidal adherence is
studied mainly in vitro, and there are few in vivo studies. The aim of this study was
to determine in vivo C. albicans, C. tropicalis, and C.krusei adhesion to rat tongue.

270 rats were divided in 3 groups of 90 animals, each group having 45
normal and 45 xerostomic rats. Each group received oral innoculation of Candida
albicans, Candida tropicalis or Candida krusei suspension and yeasts were
recovered from saliva after 5, 15, 30, and 60min, and in 4, 12, 24, 48, and 72h.
After saliva recovery the rats were sacrificed and their tongues removed for
histological evaluation and yeasts quantification, considering the volume of saliva
recovered and the number of colony-forming units (CFU). Histologically, 20 high-
power fields of true papillae of the rat tongue were counted and the resuits showed
that the Candida adherence occurred mainly over the bacterial plaque in the “soft
keratin” of the papillae. Xerostomia increased the amount of bacterial plaque in the
papillae and faciltated the adherence of all three species, increasing also the
number of recovered yeasts. C.krusei, C.fropicalis and C.albicans showed similar

values in salivary recovery and histological quantification.
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1. Introducgao

A aderéncia de microrganismos as superficies mucosas é um pré-requisito
fundamental para o sucesso da colonizacdo e infeccao microbiana, e sua
importancia na patogenia das infecgbes fungicas € amplamente reconhecida
(ELLEPOLA & SAMARANAYAKE 1988). O mecanismo de aderéncia ainda nao
estd bem esclarecido, embora acredite-se que a adesao de leveduras a mucosa
bucal ocorra provavelmente pela interacéo entre adesinas dos microrganismos e
receptores das células epiteliais (OLSEN 1990).

A doenca fungica mais comum da cavidade bucal é a candidose
(SAMARANAYAKE 1986, FREITAS & BIRMAN 1989), podendo ser causada por
varias espécies de Candida. C. albicans é a espécie mais patogénica e também a
mais freqglienternente envolvida em infecgbes orais (ODDS ef al. 1989, HEIMDAHL
1990), seguida por C. tropicalis (ODDS 1987) e outras espécies menos
patogénicas como C. krusei (SAMARANAYAKE ef al. 1998).

A saliva parece interferir na aderéncia de microrganismos, entretanto seu
papel na ades&o de leveduras € pouco conhecido. E provavel que componentes
especificos da saliva ou do soro possam mediar essa adeséo (SAMARANAYAKE
& MACFARLANE 1982).

A maioria dos estudos de aderéncia de Candida sao realizados in vitro.
Entretanto, alguns estudos experimentais in vivo tém demonstrado os efeitos da
xerostomia sobre a aderéncia de Candida, comprovando uma maior aderéncia as
superficies mucosas de ratos xerostdémicos quando comparados aos normais
(JORGE et al. 1993a, JORGE ef al. 1993b, SANTOS 1999). Varios trabalhos
mostram lesdes orais induzidas por C.albicans em animais, entretanto ha pouca
informacao sobre espécies menos patogénicas como C.krusei (SAMARANAYAKE
et al.1998). O objetivo deste trabalho foi verificar a aderéncia de Candida albicans,
Candida tropicalis € Candida krusei in vivo no dorso da lingua de ratos associada
aos efeitos da xerostomia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 GENERO Candida

Cerca de 25 géneros e 167 espécies de fungos ja foram isolados em
humanos, sendo 10 géneros e 40 espécies identificados como causadores de
infecgéo. As leveduras s&o os Unicos fungos pertencentes a microbiota normal do
homem (STENDERUP 1990). Neste grupo se encontra o género Candida que
compreende aproximadamente 200 espécies de fungos (KREGER-van RIJ 1984).
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e C. guilliermondii
sdo encontradas como parte da microbiota oral normal de individuos saudaveis,
embora também sejam reconhecidas como importantes patogenos. Entretanto, C.
albicans é a espécie mais patogénica, encontrada no corpo humano sob forma
comensal ou oportunista (STENDERUP 1990, CANNON ef al. 1995, LOCKHART
et al. 1999).

As especies do género Candida estdo amplamente distribuidas na
natureza. No homem pode ser isolada da orofaringe, boca, vagina, pele, embora o
trato gastrointestinal continue sendo o maior reservatério. Varias espécies foram
isoladas da agua do mar, esgoto, solo, plantas, mamiferos, aves, frutas, laticinios
e cosmeticos (HEIMDAHL & NORD 1990, STENDERUP 1990, CANNON et al.
1995).
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2.2 Candida albicans

E um fungo que pode crescer sob diferentes formas, desde levedura a hifa
(CANNON et al. 1995). Na forma de levedura apresenta-se como celula globosa,
ovalada ou alongada, medindo em média 3 a 7um de largura por 3 a 14um de
comprimento (MEYER ef al. 1984). Na forma de micélio, suas celulas apresentam-
se como pseudo-hifas, podendo também formar hifas verdadeiras. S&o
microrganismos Gram-positivos, aerdbios, sendo capazes de crescer em
anaercbiose, o que acentua a formacao de micélio in vitro (PETTINATI 1980,
DAHLE & OLSEN 1991). Em agar-fuba produz clamidésporos e em soro a 37°C,
formam coldnias brancas ou branco-amareladas, com didmetro variando de 4 a
8mm, Umidas, cremosas e com odor caracteristico. Fermenta glicose e maltose,
sendo variavel para galactose. Assimila glicose, galactose, maltose e sacarose
(MEYER ef al. 1984).

C. albicans € a especie relatada com maior freqiiéncia em candidoses
bucais, vaginites, infecgdes em varios orgdos (AHEARN 1978, BASSIONY et al.
1984, ALLEN 1992), fungemias hospitalares (HARVEY & MYERS 1987,
KOMSHIAN et al. 1989, MARINA ef al. 1991) e pacientes debilitados (TYLENDA ef
al. 1989, PAULA et al. 1990, FRANKER et al. 1990, HEIMDAHL & NORD 1990,
WILKIESON et al. 1991).
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2.3 Candida tropicalis

Microscopicamente as células em brotamento s@o esféricas, ovais ou
alongadas, medindo 2,5 um de largura por 3 a 14 um de comprimento, podendo
apresentar-se em cachos ou cadeias. O fungo cresce bem a 25 e 37°C em agar
Sabouraud dexirose, em anaerobiose, produzindo colbénias lisas e brancas,
formando pelicula em caldo. No microcultivo C. tropicalis forma pseudohifa, mas
nao clamidosporo. Embora algumas amostras possam formar tubos germinativos
atipicos, a maioria nao os produz (GELFAND 1989). Assimila glicose, maltose,
sacarose, galactose e trealose (GELFAND 1989, SANDVEN 1990).

C. tropicalis esta presente em candidoses invasivas (MARINA et al. 1991),
com infecgdes indistinguiveis das produzidas por C. albicans. Depois de C.
albicans, C. tropicalis & a espécie mais comumente envolvida em infecgdes orais e
sistémicas (GELFAND 1989). E encontrada no meio ambiente e em culturas de

rotina do nariz, garganta, pele, vagina e trato gastrintestinal de individuos

saudaveis (AHEARN 1978).

2.4 Candida krusei

Apresenta-se como celulas ovoides e predominantemente cilindricas. Pode
formar pseudomicélio. O tamanho das células ¢é varidvel, medindo
aproximadamente 3 a Sum de largura por 6 a 20um de comprimento. Em agar
Sabouraud dextrose apresenta coldnias amareladas, com aspecto semi-opaco €

superficie lisa ou rugosa. Cultivando-se em meio liquido, uma fina pelicula que se
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estende contra a parede do vidro € formada na maioria das amostras. Fermenta e
assimila apenas glicose(SANDVEN 1990).

C. krusei pode ser isolada da cavidade bucal de individuos saudaveis
(STENDERUP 1990), tendo sido descrita em infecgbes oculares, candidoses
vaginais, artrites e fungemias hospitalares (MCLLROY 1991, SANDIN et al. 1993).
Entretanto, C.krusei € uma espécie menos patogénica e com baixa capacidade de
aderéncia as células epiteliais, causando doengca em  individuos

imunocomprometidos (SAMARANAYAKE et al. 1998).

2.5 PRESENCA DE FUNGOS NA BOCA

As leveduras sdo os unicos fungos pertencentes a microbiota normal do
homem (STENDERUP 1990). A presenca de espécies do género Candida na
cavidade bucal pode apresentar um indice de variacdo entre 35 a 60% em
individuos sadios, sendo essa variagao decorrente possivelmente dos diferentes
meétodos de coleta, origem das amostras, meio de cultura, grupos de individuos
estudados e métodos de analise (FOTOS ef al. 1991, MARSH et al. 1992).

Na cavidade oral normal de pessoas portadoras de Candida, C.albicans
compreende 60-70% dos isolados, C. tropicalis 7%, C.krusei e C.guillierrmondii
sao bem menos freqiientemente isoladas (STENDERUP 1990).

ARENDORF & WALKER (1980) obtiveram culturas positivas para
leveduras, sendo C. albicans identificada em 88% e C.krusei e C.guilliermondii em

4%. Observaram que C. albicans nao estava distribuida uniformemente na boca;
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sendo que o dorso da lingua era o reservatério primario do fungo e a superficie
dos dentes, saliva e o restante da mucosa eram secundariamente colonizados.
Varios fatores tém sido implicados na presenca de Candida na boca, tais
como a dieta { SAMARANAYAKE, 19886), interagbes com a microbiota bacteriana,
diferencas no tecido do hospedeiro e fluidos corpéreos (WILLIAMSON 1972),
presenca de anticorpos especificos @ componentes do soro (STENDERUP 1990).
O estado de portador também tem sido relacionado com o grupo sangtineo tipo O
(BURFORD-MASON et al. 1988). Individuos néo secretores de antigenos dos

grupos sangliineos na saliva apresentaram maior predisposicao a candidose

(LAMEY et al. 1991).

2.6 CANDIDOSE BUCAL

A infeccao superficial causada pelo género Candida, incluindo a candidose
oral, & a mais comum de todas as doencas fungicas que afetam a raca humana e
a principal encontrada na cavidade bucal (SAMARANAYAKE 1986, FREITAS &
BIRMAN 1089). C. albicans &€ a espécie mais freqientemente envolvida na
candidose bucal, seguida de outras espécies como C tropicalis, C. parapsilosis, C.
guilliermondii e C. krusei (ODDS et al. 1989, HEIMDAHL & NORD 1990,
SAMARANAYAKE et al. 1998).

A infecgi@o € facilitada por fatores locais ou sistémicos tais como uso de
proteses totais, imunossupressao, AIDS, diabetes, antibioticoterapia e gravidez

(STENDERUP 1990, LOCKHART et al. 1999). Como é uma doenga oportunista, a
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viruléncia da Candida é determinada mais pelo hospedeiro que por fatores
inerentes a propria levedura (BUDTZ-JORGENSEN 1990a, ALLEN 1992).

O uso de préteses e aparelhos ortoddnticos favorecem o abrigo de Candida
na boca (WILLIAMSON 1972) Elevados numeros de leveduras  foram
encontrados por VANDENBUSCHE & SWINNE (1984) em portadores de prétese,
sendo 82% C. albicans, 10,3% C. tropicalis e Candida sp., 8,8% C. parapsilosis e
4 8% C. glabrata. A estomatite por prétese afeta cerca de 65% de seus usuérios
{IACOPINO & WATHEN 1992).

Uma variedade de fatores nutricionais incluindo deficiéncia de ferro, acido
folico e vitaminas tém sido implicada na patogénese da candidose bucal
(SAMARANAYAKE 1986). Dieta rica em carboidratos pode predispor & candidose
bucal (OKSALA 1990). O uso de antibidticos de largo espectro leva a alteracbes
na microflora oral e é um fator importante no estabelecimento de candidoses
bucais, pela supressao da populagdo bacteriana (OKSALA 1990). Pode ocorrer
um impedimento ou inibicdo no desenvolvimento de microrganismos que atuariam
como antagonistas a implantagao da levedura, seja por competicdo de alimentos
ou pela aderéncia a receptores nas células epiteliais que também servem de
receptores para a Candida. Corticosteroides, uso excessivo de enxaguatdrios
bucais com acado antibacteriana e drogas que tém a xerostomia como efeito
secundario predispdem & micoses orais. (OKSALA 1990).

As infeccbes por fungos tém se destacado nos dltimos anos em pacientes
imunocomprometidos, especiaimente nos portadores de AIDS (ODDS et al. 1989).

Tém sido demonstrado que a candidose oral € uma das primeiras manifestacdes
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da doenca (BUDTZ-JORGENSEN 1990b). C. fropicalis € a segunda espécie que

mais causa doenga nesses pacientes (GELFAND 1989).

2.7 XEROSTOMIA

Xerostomia significa boca seca, e também uma diminuicao efetiva do fluxo
salivar, A saliva apresenta importante papel na manutencao da saude fisiologica
da boca (EPSTEIN & SCULLY 1992), tendo diversas fungbes no trato digestivo.
Modulando a microbiota, a saliva remove os microrganismos da boca para o
estdbmago, onde s8o inativados pelo meio acido (HERRERA et al. 1988).
Apresenta funcao protetora, tanto pela limpeza mecanica como por mecanismos
enzimaticos e imunoldgicos, além da manutencido de pH relativamente neutro na
boca através de sua capacidade tampao (OKSALA 1990, EDGARD 1990). A
secrecao salivar € produzida quase na totalidade (90%) pelas glandulas pardtidas,
submandibulares e sublinguais. O restante & derivado de glandulas salivares
menores (HERRERA et al. 1988).

Sindrome de Sjogren, radioterapia de cabe¢a e pescogo € 0 uso de
medicamentos sao as principais condicbes que podem levar & xerostomia em
humanos (HERNANDEZ & DANIELS 1989, HEIMDAHL & NORD 1990).

O papel da saliva na adesao de leveduras & pouco conhecido. Entretanto é
provavel que componentes especificos da saliva ou do soro possam mediar essa
adesao (SAMARANAYAKE & MACFARLANE 1982). A IgA salivar é capaz de inibir

a aderéncia, neutralizar microrganismos e suas toxinas, podendo também inibir a

10
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aderéncia de C. albicans as celulas epiteliais da boca (EPSTEIN et al. 1982).
Componentes salivares como lisozima e lactoferrina podem inibir o crescimento de
C. albicans in vitro (TOBGY et al. 1988); peptidios ricos em histidina sao
fungicidas (POLLOCK et al. 1984) e anticorpos salivares tém atividades anti-
candida ( BUDTZ-JORGENSEN 1990b).

A falta de lubrificac@o resulta na aderéncia da lingua e bolo alimentar a
mucosa bucal ou superficies de dentes e proteses, dificultando a mastigacéo,
degluticdo e fonagdo (HERRERA et al. 1988).

.Fiuxo salivar reduzido € provavelmente uma das causas mais comuns de
candidose em humanos, mas ha poucos relatos em ratos (JORGE ef a/. 1993b).
Entretanto alguns estudos experimentais tém demonstrado os efeitos da
xerostomia na candidose bucal. MEITNER ef al. (1990) desenvolveram candidose
mais intensa na boca e eséfago de ratos com fluxo salivar reduzido. No estudo
realizado por JORGE et al. (1993b), apds 3 inoculacdes semanais de C. albicans
durante 32 semanas, candidose foi observada em 70% dos ratos xerostémicos e
em 20% dos animais com salivagdo normal. JORGE et al. (1993a) observaram
apos 3 inoculagbes, que C.albicans foi encontrada na boca de 50% dos animais
normais e 100% dos animais xerostdmicos apds 5 semanas. Apds 8 semanas
C.albicans nao foi encontrada em animais normais e encontrada em 66,6% dos
animais xerostomicos. SANTOS (1999) encontrou resultados semelhantes, visto
que a xerostomia facilitou a aderéncia de C. albicans, aumentou a quantidade de

candidose e o nimero de leveduras recuperado da cavidade bucal de ratos.
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2.8 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE E
ADERENCIA DO GENERO Candida

Os mecanismos que determinam a patogenicidade do género Candida
ainda nao estao bem esciarecidos, entretanto varias hipdteses tém sido sugeridas
como fatores intrinsecos das espécies e amostras, aderéncia aos tecidos,
dimorfismo, producdo de toxinas, enzimas e composicdo da superficie celular
(ODDS 1987).

A aderéncia das leveduras as células epiteliais € um dos passos mais
importantes no desenvolvimento de candidose, sendo necessaria para a
colonizacgao inicial e persisténcia da Candida no hospedeiro (GHANNOUN et al.
1990, BUDTZ-JORGENSEN 1990a). Essa ades&o as células epiteliais é também
um fator importante em determinadas bactérias para a colonizacéo de superficies
mucosas e provavelmente influencie na patogénese das infecgGes por Candida
(GIBBONS & van ROUTE 1975). A associagado de Candida com outras bactérias
promove a colonizagdo de leveduras ao biofilme oral, tecidos do hospedeiro e
catéteres (el-AZIZI & KHARDORI 1999).

A aderéncia de Candida & mucosa bucal ocorre provavelmente pela
interacdo entre adesinas do microrganismo e receptores das celulas epiteliais. As
possiveis adesinas da Candida s&o manoproteinas, glucano e quitina, proteinas
da parede celular e lipidios, manose, N-acetilglicosamina, mucinas, lamininas e
colageno (DOUGLAS 1987, GHANNOUM 1988, KENNEDY 1988, OLSEN 1990).

Ha evidéncias de que interacdes hidrofobicas possam ser importantes na adeséao
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de leveduras (KLOTZ et al. 1985). Forgas hidrofébicas parecem ser relevantes nas
etapas iniciais da interacéo adesina-receptor (HAZEN & HAZEN 1988, KENNEDY
et al.1988). Para COTTER & KAVANAGH (2000) a aderéncia de Candida ao
tecido hospedeiro & alcancada por uma combinagdo de mecanismos especificos
(interagdes ligante-receptor) e nadoc-especificos (cargas eletrostaticas, forcas de
van der Waals). Moléculas presentes nas camadas mais externas das células de
Candida sao essenciais para a aderéncia as superficies do hospedeiro. Entre elas
receptores para fibrinogénio, fibronectina, laminina, colageno tipo | e IV e outros
componentes da matriz extracelular tém sido descritos na superficie das células
de Candida (SENET 1998, el-AZIZI & KHARDORI 19899). A expressdo dessas
moléculas pode ser influenciada por condicGes particulares de cada hospedeiro
podendo ser responsavel pela transicdo do comensalismo a patogenicidade.
Proteinas da superficie também s&o essenciais para a interacdo entre o fungo e
mecanismos de defesa que atuam durante a candidose (SENET 1998). A
transformacao de leveduras em hifas favorece a aderéncia, por estar associada a
alteracbes na expressdo de adesinas e hidrofobicidade na superficie celular
(WELLMER & BERNHARDT 1997, MILLAN et al. 2000). A adesao de C.albicans
as superficies orais & modulada por diferentes componentes salivares, incluindo
mucinas, outras proteinas salivares e IgA secretora. Esses componentes podem
ter efeitos diversos, acentuando ou inibindo a adesdo. A inibigdo da adesao as
superficies orais € uma importante estratégia na prevencao da candidose. Varias
pesquisas tém sido realizadas tentando inibir a aderéncia de C. albicans as células

epiteliais e materiais plasticos. Entre elas o uso de antigenos de C.albicans,
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proteinas do hospedeiro, agentes antifingicos e anticorpos (MILLAN et al.2000).
Aglcares tém um importante papel na aderéncia de Candida. Galactose promove
maior aderéncia aos tecidos hospedeiros e superficies plasticas em comparagao a
outros mono ou dissacarideos. Por outro lado, aglicares com porgdo amino-
terminal inibem a aderéncia de leveduras (el-AZIZI & KHARDORI 1999). P1ZZ0 et
al. (2000) estudando o efeito de carboidratos na adesao de C.albicans, C.tropicalis
e C.krusei in vitro em ceélulas Hela, encontraram uma maior ades&o nas culturas
ricas em carboidratos. Sugeriram que o consumo fregiiente de carboidratos como
sacarose, glicose, maltose e frulose pode representar um fator de risco a
candidose oral. A limitagdo do consumo pela substituicdo por xilitol ou sorbitol
pode contribuir para o controle da colonizacao e infecgdo por Candida.

fons bivalentes como Ca® e Mg? promovem uma maior aderéncia de
Candida em relagdo aos ions monovalentes (el-AZ[ZI & KHARDORI 1999).

A maioria dos estudos sobre aderéncia de Candida é realizada in vitro. Em
cultura de células da mucosa do dorso da lingua de ratos recém-nascidos,
HOWLETT (1976) estudou a aderéncia e capacidade de invasao de C. albicans ,
C. Krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii. C. albicans foi a (nica espécie capaz
de invadir todos os tecidos, inclusive o estrato corneo. C. fropicalis e C. Krusei
penetraram no tecido conjuntivo e nas células nucleadas profundas do epitélio,
mas ndo invadiram a camada de queratina, enquanto C. parapsilosis e C.
guilliermondii demonstraram somente discreta invasdo do tecido conjuntivo. As
cinco espécies mostraram habilidade variada para invasao, a qual poderia indicar

as diferencas de patogenicidade. RAY ef al. (1984) observaram aderéncia de
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Candida aos queratinocitos e as células mucosas, sugerindo que a aderéncia as
células epiteliais fornece estimulo para a transformacéo micelial. Examinando in
vitro a capacidade de aderéncia as células epiteliais bucais e vaginais de sete
espécies de Candida, KING et al. (1980) demonstraram que C. albicans aderiu-se
a um nivel significantemente maior que as outras espécies. C. tropicalis e C.
stellatoidea revelaram moderada capacidade, e C. parapsilosis aderiu-se muito
pouco. C. guilliermondii, C. krusei e C. kefyr nac foram capazes de interagir com
as células epiteliais da mucosa. Os autores sugeriram também que a aderéncia
pode estar relacionada diretamente com a patogenicidade.

Muitos fatores podem influenciar na ades@o de Candida, tais como as
condicGes de cultivo e o meio de cultura utilizado, composicdo da superficie
celular, diferengas na viruléncia das amostras, além de condicbes intrinsecas ao
proprio hospedeiro. ANTLEY & HAZEN (1988) demonstraram que células de C.
albicans foram mais virulentas para camunc_longos quando crescidas em
temperatura ambiente comparadas as crescidas em 37°C. Para KENNEDY &
SANDIN (1988), o meio utilizado para o cultivo & importante e sugerem que a
utilizagdo de diferentes meios de cultura pode explicar as discrepancias
encontradas na literatura.

McCOURTIE & DOUGLAS (1984) demonstraram que amostras de C.
albicans foram capazes de sintetizar uma camada de superficie fibrilar em
resposta as altas concentragdes de acucar no meio e esta modificagao resuitou no

aumento de adesao as células epiteliais bucais e na viruléncia para camundongos.
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GHANNOUM et al. (1988) observaram que C. albicans possui menor aderéncia as
células epiteliais bucais de pacientes com cancer do que individuos saudaveis,
porque provavelmente os meétodos terapéuticos provocaram mudangas na
superficie das células afetando seus sitios receptores.

Dentre as espécies de Candida, C. albicans possui maior capacidade de
aderéncia as celulas epiteliais e outras superficies, o que pode estar diretamente
relacionado com sua maior patogenicidade (KIMURA & PEARSAL 1978,
DOUGLAS 1985). Apdés a colonizagdo e ades@o de Candida as superficies
epiteliais, as subseqilentes lesbes da mucosa ocorrem devido a destruicdo do
tecido por enzimas proteoliticas efou toxinas, e a uma resposta inflamatéria aos
antigenos da Candida. Assim, a atividade enzimatica também & considerada
importante na patogenicidade de espécies de Candida, que provavelmente facilita

a sua invasio aos tecidos do hospedeiro. (BUDTZ-JORGENSEN 1990a).
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3. PROPOSICAO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da xerostomia na aderéncia
de Candida albicans, Candida fropicalis e Candida krusei no dorso da lingua de

ratos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  ANIMAIS

Foram utilizados 270 ratos (Rattus norvegicus, Albinus Wistar), machos,
com 2 meses de idade, pesando cerca de 200g, proveniente do Biotério Central da
UNICAMP. Os animais foram divididos em 2 grupos: compostos de 135 ratos
normais e 135 ratos xerostdbmicos. Para cada um desses grupos, 45 animais
receberam inéculo de C. albicans, 45 de C. tropicalis e 45 de C. krusei, como
mostrado na TABELA 1. Os animais foram mantidos em caixas plasticas (5 ratos
por caixa), alimentados com ragdo Labina (Purina) e 4gua ad fibitum. As caixas

plasticas foram lavadas periodicamente com hipoclorito de sédio a 2,5% e as

mamadeiras e 0s bicos autoclavados.

Tabela 1 - Nimero de ratos normais e xerostdmicos, utilizados neste trabalho (N=
normal, X=sialoadenectomizado).

Grupos N/alb X/aib Nftrop Xitrop N/kru X/kru

N2 de animais 45 45 45 45 45 45
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42 AMOSTRAS

Amostras utilizadas (C.albicans, C.tropicalis e C.krusei) provenientes do
laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Sao José dos

Campos/UNESP, que foram mantidas em frascos de vidro contendo &agua

destilada.

4.3 DESSALIVACAO

Os animais foram pré-anestesiados com cloridrato de xylazina a 2%
(Rompun, Bayer®, 0,5ml/kg) e anestesiados com cloridrato de ketamina a 10%
(Ketamina, Agener®, 1ml/kg), ambos por via intramuscular. Apds a tricotomia
sobre a regido massetérica esquerda, foi feita anti-sepsia com alcool iodado e
incisao com lamina de bisturi n.° 11, com cerca de 1,0cm de extensao na regiao
mais central do musculo, expondo o tecido subjacente. Nesta regido, visualizam-
se dois filamentos esbranquicados correspondentes a dois nervos um abaixo do
outro (Nervo facial acima e seu ramo abaixo). Realizou-se um né ao redor do
nervo inferior (ramo do Nervo facial) com fio de sutura de seda 4.0, fazendo assim
simultaneamente a ligadura do ducto da parétida, uma vez que este ducto localiza-
se logo abaixo desse nervo e apresenta pequenas dimensdes que dificultam sua
visualizacdo ao olho nu. Depois de realizada a ligadura, a pele do animal foi

suturada com fio de algodao 3.0. Procedimento similar foi realizado no lado direito

do animal.
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Em seguida foi realizada a tricotomia e a anti-sepsia com alcool iodado na
regido cervical-mediana e feita uma incisao no sentido longitudinal, removendo-se
os tecidos subjacenies, expondo as glandulas salivares submandibulares e
sublinguais. As duas glandulas foram removidas simultaneamente por formarem
uma massa Unica. A remogao foi realizada apds prévia ligadura dos ductos e
vasos com fio de nylon n.® 4.0, seguida de sutura no local da incisdo (BOWEN ef
al.1985). Os animais foram mantidos em caixas plasticas individuais, recebendo
racao e agua ad libitum até completar a cicatrizagao das Iojas cirtrgicas, por cerca
de 7 dias.

Os animais xerostdmicos utilizados neste trabalho, receberam o indculo de
Candida ap6s 30 dias do ato cirirgico. Embora este procedimentc mantenha as
glandulas salivares menores intactas, a maior parte da secregdo salivar é
eliminada. No momento do sacrificio dos animais, removeu-se também as
giandulas parétidas de ambos os lados, a fim de comprovar histologicamente o

efeito da ligadura do ducto, nas glandulas.
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FIGURA 1 — Passos da técnica cirurgica utilizada para dessalivagdo. A — ramo do
nervo facial (seta) onde imediatamente abaixo encontra-se ¢ ducto da pardtida.

B — ligadura simultdnea do nervo e ducto da pardtida. C — conjunto glandulas
submandibular e sublingual direita e esquerda (setas).
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44 PRESENCA DE LEVEDURAS NA BOCA DE

RATOS NORMAIS

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a pesquisa de
leveduras do género Candida na boca, sendo que os portadores foram
descartados. Foram feitas 2 coletas, com intervalo de 1 semana, utilizando-se de
“swab” esterilizado passado por toda cavidade bucal dos ratos. Imediatamente
ap6s a coleta o material foi semeado em placas de Petri contendo agar Sabouraud
dextrose (Difco) com cloranfenicol a 0,1mg/l de meio (Quemicetina Succinato,
Carlo Herba) e foram incubadas a 37°C por 48h. Apos a incubacao foi feita a
pesquisa de colbnias caracteristicas de Candida, portanto coldnias esféricas, 8mm
de diametro e de odor e aspecto caracteristicos. A confirmacgao foi feita em
esfregacos corados pelo método de Gram, observando-se células ovaladas,

grandes, Gram-positivas, com ou sem brotamento.

45 PREPARO DA SUSPENSAO DE CANDIDA E

INOCULACOES DAS AMOSTRAS

Para a obtencdo da suspensdo de Candida, a amostra foi semeada em
agar Sabouraud dextrose e incubada a 37°C por 48 horas. A seguir a cultura foi
suspensa em 5ml de solucgao fisioldgica esterilizada (NaCl a 0,9%) e centrifugada
a 2000 rotacbes por minuto (rpm) durante 10 minutos. O precipitado foi re-

suspenso, centrifugado novamente e o sobrenadante desprezado. O sedimento foi
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suspenso em 5 ml de solucéo fisiologica e homogeneizado. A contagem do
nimero de células viaveis foi realizada em camara de Neubauer, utilizando-se azul
de metileno a 0,05%. A suspensao foi padronizada em 25 x 10° células viaveis/ml.

Ratos nao anestesiados receberam na boca, inéculo de 0,2 ml de
suspensao padronizada, contendo 5 x 108 células, com auxilio de seringa de 1 ml
e agutha 30 x 8, com ponta-romba. Os animais receberam inoculagbes unicas,

ficando privados de agua por 1 hora, ap6s a inoculagao.

4.6 QUANTIFICAGCAO DE LEVEDURAS ADERIDAS

Os animais foram sacrificados 5, 15, 30 minutos e 1, 4, 12, 24, 48 e 72
horas apds a inoculagéo. A lingua foi retirada, lavada em solucéo fisiologica com a
finalidade de remover as células de Candida nao aderidas e fixada em solugéo de
formol a 10%. Antes da inclusdo em parafina, a lingua foi cortada
longitudinalmente na porc&o central e no sentido transversal em trés partes: tergo
anterior, médio e posterior. Microscopicamente, o dorso da lingua dos ratos é
composto por papilas filiformes e fungiformes. As filiformes s&o classificadas em
conicas simples, gigantes e verdadeiras. As papilas conicas simples ocupam os
dois tergos anteriores, enquanto as gigantes e verdadeiras ocupam o tergo
posterior. Foram obtidos trés cortes de 5um do tergo posterior de cada lingua,
sendo em seguida corados pelas técnicas de H&E, PAS-hematoxilina e Gomori-
Grocott. A contagem de leveduras aderidas foi realizada com auxilio de objetiva de

40X e ocular de 10X, exclusivamente nas papilas verdadeiras, uma vez que 0
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naimero de células de Candida iniciaimente observado nas outras regides foi muito
pequeno. A contagem foi realizada em dois cortes da lingua, 10 campos por corte,
totalizando 20 campos das papilas verdadeiras por animal. As contagens foram
realizadas sempre no sentido da regiao faringea em dire¢éo a por¢cao média da

lingua.

47 QUANTIFICACAO DE SALIVA E RECUPERAGAO

DAS ESPECIES DE CANDIDA

A recuperac¢io de Candida da cavidade bucal dos ratos foi feita antes do
sacrificio dos animais. A quantidade de leveduras foi calculada coletando-se saliva
com auxilio de "bolinha” de algod&o previamente esterilizada e pesada. A bolinha
de algodao foi passada suavemente pela cavidade bucal dos ratos, com auxilio de
uma pinga hemostatica esterilizada, durante 5 minutos. A seguir novamente
pesada, obtendo-se pelas diferencas de peso a quantidade de saliva coletada.

A “bolinha” de algodé&o foi colocada em tubo de ensaio contendo solugao
fisiologica a 0,9% esterilizada de forma a completar o volume de saliva coletada
para 2 ml. Apés homogenizagao por 2 minutos, foram obtidas diluigbes decimais
de até 10°, sendo entdo semeadas aliquotas de 0,1 ml em &gar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol, em duplicata, e incubadas a 37°C por 48h. As colénias
caracteristicas de Candida foram contadas nas placas que apresentaram de 30 a
300 colénias. A quantificacdo de Candida foi feita a partir do volume de saliva

coletado e do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC).
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada analise de varidncia individual, com modelo adequado para
experimentos inteiramente casualizados, e arranjo fatorial de grupo e tempo
incluindo a interacéo. O estudo é preliminar para aplicagao da técnica de analise
conjunta de experimentos, através da avaliagdo dos quadrados médios residuais.
Quadrados médios residuais com valores até 4 vezes maiores uns que outros
foram considerados homogéneos, com propésito de efetuar a analise conjunta de
experimentos. Uma vez determinada a homogeneidade de variancias, enfre os
experimentos planejados para cada espécie, fol feita a analise de variancia
conjunta dos experimentos, o que permitiu a reunido das analises efetuadas para
as trés espécies em uma unica analise. Optou-se pelo teste de Bonferroni para
comparacdo de meédias dos fatores qualitativos (espécie e grupo) e regresséo
linear para estudo dos efeitos significativos do tempo.

Foi estabelecido o nivel de significancia de 5%(a=0,05). Preliminarmente a
todos os testes foram efetuados estudos de suposicéo que objetivaram determinar
a compieta adequacao do modelo de analise adotado. Os estudos de suposigbes
revelaram a necessidade da aplicacao de transformacdes de dados a variavel
Saliva Coletada e da utilizagao de estatisticas nao-paramétricas para as variaveis
Contagem e Recuperacdo, as quais foram analisadas através de suas ordens

(postos). Os dados foram analisados através do sistema SAS®, verséo 8.0,

* SAS Institute Inc. SAS System, Software BASE e STAT. Cary, NC, 1998.
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5. RESULTADOS

As papilas filiformes encontradas no dorso da lingua de ratos apresentam
duas superficies, uma cdncava e outra convexa. A superficie concava € composta
por uma queratina acidéfila (“queratina dura”) e a superficie convexa por uma
queratina basofila (“queratina mole”). A colonizagdo bacteriana no dorso da lingua
de ratos se da normalmenie na superficie convexa das papilas filiformes,
geralmente néo ocorrendo em outras regides. Neste trabalho observou-se nos
ratos normais, que a placa bacteriana estava bem organizada e localizada na
superficie convexa das papilas verdadeiras. Embora n&o tenha sido feita a
quantificagdo, nos animais xerostomicos a placa bacteriana estava mais
acentuada e desorganizada, tendo sido observada principalmente na superficie
convexa das papilas verdadeiras, entretanto também foi observada na superficie
chncava e regides interpapilares. As papilas verdadeiras dos animais
xerostébmicos apresentaram-se mais alongadas gquando comparadas as mesmas

dos ratos normais.

De forma semelhante & colonizagao bacteriana, nos animais normais e
xerostomicos, as células de Candida aderiram-se preferenciaimente sobre a placa
bacteriana da superficie convexa das papilas verdadeiras, entretanto nos ratos

xerostomicos a aderéncia também foi observada nas outras regides.

A remocao das glandulas submandibulares e sublinguais, e a ligadura dos

ductos das pardlidas provocaram intensa xerostomia nos animais. As glandulas
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parotidas removidas no momento do sacrificio, dos ratos previamente submetidos

a ligadura dos ductos, apresentaram microscopicamente intensa atrofia acinar,

ectasia ductal e fibrose, confirmando a eficacia da técnica utilizada para induzir

xerostomia nos animais. A meédia da quantidade de saliva coletada de todos os

animais normais foi de 0,05ml + 0,01 enquanto a dos xerostdmicos foi de 0,009ml

+ 0,001, concluindo-se que nos ratos normais o volume de saliva coletado foi 5,55

vezes maior que nos xerostdmicos. As médias e desvios padrido da quantidade de

saliva coletada em todos os grupos do trabalho encontram-se na tabela 2.

TABELA 2 - Média e desvio padrao da quantidade de saliva coletada {ml) da boca de
ratos normais € xerostdmicos inoculados com 0,2mi de suspensao de Candida. O
tempo corresponde aos periodos da inoculagdo até a coleta da saliva. Para cada
periodo foram usados 5 animais.

Candida albicans

Candida tropicalis Candida krusei

Periodo normal xerostémico normal xerostomico normal xerostémico
5 min 0031002 0,02+ 0,01 0,06 £ 0,04 003+0,01 0,01+0005 0,008 +0,003
15 min 0,06 £0,02 0,01 +£G01 0,06+0,06 001+£0,002 003+006 0010004
30 min 0,1+ 0,08 001+0008 0,07+003 0,01 + 0,01 0,05+0,02 0,01 £0.01

1h 0,1+0,08 0,01+ 0,04 0,05+003 001+0,003 006+003 0,006+0005
4h 0,09+0,02 00089+0,003 005+0,01 001+0008 004+0,01 0,006+0,003
12h 008+004 001+0003 006+004 00740002 001x0008 001£0008
24 h 0156+0,1 0008+0,001 008+008 (G01+0002 008x004 0010007
48 h 003+002 0009+0002 0,06+0,03 0,009+0003 005+0007 0,01+0.004
72h 006+004 001+0004 005+004 001+0008 009x005 0,01+0,009
Total 007+003 001+0003 0,06+0,01 0,01 +0,02 0,04 +002 0,008 0,001

A quantidade de Candida recuperada da saliva, diminuiu gradativamente em
todos os grupos estudados. A diminuicdo foi grande no periodo de 15min em

relacéo ao 5 min. A diminuigao também foi acentuada no periodo de 1h em relag@o
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ao de 30min. Nos periodos de 24, 48 e 72h os valores foram baixos, mas as
leveduras ainda estavam presentes (TAB.3). Os graficos 1 e 2 ilustram a
diminuigao gradativa da quantidade de Candida recuperada da saliva em fungéo do
tempo para as trés espécies estudadas. Tanto para animais normais como para
xerostimicos, a reta correspondente a C.krusei apresentou uma queda mais
acentuada em funcao do tempo quando comparada as retas de C.fropicalis e
C.albicans. Entretanto este fato, pode se dar a uma recuperac¢ao inicial maior de
C.krusei em relacdo as demais espécies. Todas as retas foram significativas,
quanto 3 diminuigao da recuperacao de Candida a partir da saliva em fungao do

tempo.

TABELA 3 - Média e desvio padrao da quantidade de C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei em UFC/mi x 10* de saliva, recuperados da boca de ratos normais e
xerostomicos. O tempo corresponde aos periodos da inoculacio até a coleta da
saliva. Foram inoculados 0,2ml de suspens&o contendo 25 x 10° células/ml. Para
cada periodo foram usados 5 animais.

Candida albicans Candida tropicalis Candida krusei

Periodo normal xerostémico normal xerosidomico normal xerostémico
5min 12356 + 9339 27251 + 14488 6280 + 7682 33030+ 12738 176409 + 12828 42201 + 23264
1&min 701 +660 10740 + 11288 4289 + 3761 25243 +4905 4611 + 4544 43093 + 32654
30min 534 + 322 4324 + 952 1405 + 773 204899 + 11603 3541 + 2412 6811 + 7162

1h 34,3 +17.7 3121+ 1380 25395 + 2491 3902 + 1757 363 + 355 8219 + 6146

4h 284 +687 841 + 1151 489 + 300 2694 + 2162 430 + 253 1456 + 637
12 h 9,92 + 8,01 106 + 94 352 +378 MB6+720 425+4286 18,8 + 16,36
24 h 0,32+ 0,37 9,14 + 1,49 6,36 + 8,29 27+10.8 242+185 3.56 + 3,31

48 h 1866 +2.78 84 +9.83 0,88 + 0,92 2081233 1,72+ 063 072+ 044
T2h 1,04 + 0,71 574 +452 0,01 + 0,017 0,12+012 042 +0,37 031+033
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GRAFICO 1 - Regressdes lineares da recuperagdo em fungéo do tempo
para cada espécie em animais normais. ** indica que a
regresséo e significativa com nivel de significancia de 5%.
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GRAFICO 2 - Regressées lineares da recuperagio em func¢éo do tempo
para cada espécie em animais xerostdmicos. ** indica que

a regressao é significativa com nivel de significancia de
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Comparando-se as trés espécies estudadas, até o periodo de 24 horas
houve tendéncia a recuperagcao de maior quantidade de Candida, tanto nos
animais normais quanto nos xerostomicos, das espécies C.tropicalis e C. krusei
em relagé@o a C. albicans. Nos periodos de 48 e 72 horas os valores foram muito
baixos para as trés espécies (TAB.3). Entretanto, a partir do periodo de 48 horas a
quantidade de C. albicans recuperada aumentou discretamente em relacdo as
demais espécies, possivelmente indicando uma maior permanéncia desta, na
boca dos ratos normais e xerostdmicos (TAB.3). Os graficos 3 e 4 comparam
médias de recuperacao entre espécies dentro de um mesmo tempo, mostrando
resultados semelhantes para as irés espécies estudadas. A recuperacdo de
C.albicans aumenta nos graficos 3 e 4 a partir do periodo de 48h, sendo
significante apenas no periodo de 72h. Ainda com o objetivo de confirmar os
resultados encontrados, o grafico 5, compara as espécies dentro de um mesmo
grupo, normal e xerostdmico. Os valores correspondem as médias obtidas de
todos os tempos analisados para cada espécie, mostrando uma menor
recuperacdo de C.albicans em relagdo as outras espécies. Entretanto ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as espécies no grupo xerostdémico.

A xerostomia aumentou a quantidade de Candida recuperada da boca dos
animais. O grafico 6 mostra que as médias foram estatisticamente diferentes,
sendo que a quantidade de Candida recuperada foi maior para os ratos
xerostOmicos em comparagac aos normais para as itrés espécies analisadas

(GRAF 6).
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GRAFICO 3 - Comparacao das médias de recuperagéo entre espécies
dentro de cada tempo para animais normais. Barras
com letras diferentes indicam existéncia de diferenca
estatistica significativa entre espécies dentro de um
mesmo tempo pelo teste de Bonferroni com nivel de
significancia alfa de 5%.
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GRAFICO 4 - Comparagdo das médias de recuperagdo entre espécies
dentro de cada tempo para animais xerostébmicos. Barras com
letras diferentes indicam existéncia de diferenca estatistica
significativa entre espécies dentro de um mesmo tempo pelo
teste de Bonferroni com nivel de significancia alfa de 5%.
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GRAFICO 6 - Comparagdo das médias de recuperacdo dos grupos

normais e xerostomicos. Barras com letras diferentes
indicam existéncia de diferenca estatistica significativa
entre grupos de uma mesma espécie pelo teste de
Bonferroni com nivel de significancia alfa de 5%.
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Com relagéo ao nimero de leveduras aderidas as papilas verdadeiras, a
xerostomia aumentou a aderéncia das trés espécies estudadas. A xerostomia
favoreceu a aderéncia até o periodo de 24 horas mas as diferengas foram mais
evidentes até 1 hora apés a inoculagéo (TAB.4). O grafico 7 mostra a comparagao
das medias de células aderidas entre o grupo normal e o xerostdmico de cada
espécie, com diferenga significativa entre eles para todas as espécies.

Houve até o pericdo de 4 horas tendéncia para aderéncia de maior
guantidade de leveduras de C.lropicalis e C. krusei em relacdo a C. albicans. Nos
periodos seguintes a aderéncia de leveduras foi pequena e semelhante para as
{rés espécies estudadas (TAB. 4). Entretanto a partir do periodo de 12 horas os
valores da contagem foram ligeiramente maiores para C.albicans, possivelmente
indicando uma maior permanéncia dessa espécie na boca dos ratos, de forma
semelhante aos resultados encontrados na recuperagao de Candida a partir da
saliva. Os graficos 8 e 8 comparam os valores da contagem entre C.albicans,
C.tropicalis e C.krusei em cada tempo para ratos normais e xerostémicos,
respectivamente. Tanto para animais normais como para xerostdmicos a
aderéncia foi semelhante para as trés espécies, com aumento para C.albicans no
periodo de 24h. O grafico 10, compara as espécies dentro de um mesmo grupo,
mostrando uma maior aderéncia de C.krusei em relagdo as outras espécies,
embora nao tenham sido encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre elas. Comparando-se os graficos 5 e 10, verificou-se que para cada espécie
de Candida os valores da recuperacdo a partir da saliva foram semelhantes a

contagem de células aderidas.
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Observou-se uma diminuicdo gradativa no numero de células aderidas as
papilas até o periodo de 12 horas. Nos demais periodos os valores se mantiveram
baixos e com poucas variagdes {TAB.4). Nos graficos 11 e 12, as retas mostram
que a diminuigao da aderéncia foi significativa em fun¢éo do tempo para as trés
espécies analisadas.

Em nenhum dos periodos estudados foram encontradas areas de candidose.

TABELA 4 - Média e desvio padrao da contagem de C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei, correspondente a 20 campos da regido das papilas verdadeiras na lingua
de ratos normais e xerostdbmicos. O tempo corresponde aos periodos da
inocuia%éo até a coleta da saliva. Foram inoculados 0,2mi de suspensao contendo

25 x 10° células/ml. Para cada periodo foram usados 5 animais.
Candida albicans Candida tropicalis Candida krusei
Periodo normal xerostomico normal xerostomico normal xerostdmico
5 min 856 +884 11776454 175+658 2163+8048 1375+403 2915+ 1180
15 min 257 +1628 962+65.02 265+220 1008+2831 352+2425 116.2+6503
30 min 18.2+663 2541285 7.4 +444 5564 +2962 295+1579 352+186.37
1h 125+12.22 199+ 1103 12,1 + 4,68 279+ 1751 86+7.11 32.2+19.07
4 h 3.7+37 4.3 +0.57 6,1+277 8.56+384 1.1+ 0.74 11.9+253
12h 27+21 312178 0,6+041 0.9+0.89 1.1+ 065 28+054
24h 25+07 2.9+0.82 0.2+044 GC4+022 0.1+022 2.31+1.44
48 h 012022 2.1+ 134 02+027 12+044 0.1+0.22 1.2+083
72h 03+0.27 06+04 02+0.27 0.4+041 0.1+022 2.3+115
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xerostémicos. Barras com letras diferentes indicam existéncia
de diferenca estatistica significativa entre grupos para uma
mesma espécie pelo teste de Bonferroni com nivel de
significancia alfa de 5%.
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GRAFICO 8 - Comparacéo das médias de contagem entre espécies dentro

de cada tempo para animais normais. Barras com letras
diferentes indicam existéncia de diferenca estatistica
significativa entre espécies dentro de um mesmo tempo pelo
teste de Bonferroni com nivel de significancia alfa de 5%.
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GRAFICO 9 - Comparacgdo das médias de contagem entre espécies dentro
de cada tempo para animais xerostébmicos. Barras com letras
diferentes indicam existéncia de diferenca estatistica
significativa entre espécies dentro de um mesmo tempo pelo
teste de Bonferroni com nivel de significancia alfa de 5%.
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GRAFICO 11 - Regressdes lineares da contagem em funcéo do tempo
para cada espécie em animais normais. ** indica que a
regressao € significativa com nivel de significancia de
5%.

350,0

& C.albicans
E & C.krusei

950.0 = C.tropicalis
80, y =-30.5420Ln(x) + 216.18"

2 _
200,0 R® = 0.6015

300,0

e

-
a1
o
[

Contagem

y'4-15.403Ln(x) + 11151 g
00 =070

Y T

1 10 100 1000 10000
Tempo (minutos)

GRAFICO 12 - Regressbes lineares da contagem em fungéo do tempo
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FIGURA 2 - Aderéncia de Candida tropicalis na superficie da lingua de rato
xerostémico, 5 minutos apds a inoculagcédo. A placa bacteriana apresenta-se em
grande quantidade e as leveduras encontram-se aderidas nas regides
interpapilares, superficie concava e principalmente sobre as bacterias localizadas
na “queratina mole” da face convexa das papilas verdadeiras (400X — PAS-H).
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FIGURA 3 - Corte histol&gico da superficie da lingua de rato xerostémico, 24 horas apoés
a inoculacdo de Candida albicans. As leveduras foram encontradas em pequeno numero.
Nao foram observadas areas de candidose. (160X, PAS-H).

FIGURA 4 — Maior aumento da figura 3 (400X, PAS-H).
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7. DISCUSSAO

A remocéao cirdrgica das glandulas submandibulares e sublinguais e a
ligadura dos ductos das parétidas provocaram intensa xerostomia nos ratos.
Houve reducdo em cerca de 5 vezes no volume de saliva coletado dos ratos
xerostdmicos em comparacao aos normais. A técnica para induzir xerostomia
utilizada neste estudo (BOWEN 1985) foi eficaz uma vez que a secrecao salivar é
produzida quase na totalidade (90%) pelas glandulas salivares maiores. O
restante da saliva coletada provavelmente foi derivado das glandulas salivares
menores (HERRERA et al. 1988).

As células das trés espécies de Candida estavam aderidas principalmente
na queratina “mole” da face convexa das papilas verdadeiras. A placa bacteriana
estava mais acentuada nos ratos xerostémicos e as leveduras foram observadas
principalmente sobre as bactérias, de forma semelhante ao descrito por SANTOS
(1999). O valor da contagem de leveduras aderidas as papilas verdadeiras foi
maior para os ratos xerostdmicos quando comparado aos normais para as trés
espécies estudadas. Considera-se que nos animais com hipossalivacdo a
diminuicdo da remocdo mecanica de Candida pela saliva seja o mecanismo
facilitador mais importante para a implantacdo do fungo (JORGE et al. 1993a,
1997).

Estes resultados sugerem que a aderéncia das células de Candida na
superficie da lingua de ratos & favorecida pela presen¢a da placa bacteriana

presente na queratina “mole” das papilas linguais, que atua como “ponte
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bacteriana” entre as leveduras e o epitélio (BAGG & SILVERWOOD, 1986). A
interacdo das leveduras com as bactérias provavelmente é mediada por
polissacarideos, mas ainda nao foram descritas as principais adesinas envolvidas
(HOLMES et al.1995).

A xerostomia aumentou a quantidade de Candida recuperada por mi/saliva
nas trés espécies estudadas. Semelhante aos resultados encontrados por JORGE
et al. (1993a) nos quais a xerostomia provocada pela remogao cirlrgica das
glandulas salivares maiores aumentou os valores de C. albicans na boca de ratos.
Ratos com hipossalivagao sao mais susceptiveis as infecgdes orais e esofagicas
causadas por Candida albicans. (MEITNER et al. 1990).

No presente estudo foram encontrados valores de recuperacéo
semelhantes para as trés espécies. Diferentemente dos resultados obtidos por
TOTTI et al.(1996), onde foram encontrados valores de recuperagdao maiores,
tanto para ratos normais como para xerostdomicos, em ordem decrescente, para
C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis, C.guilliermondii e C.krusei, sendo que
C.albicans permaneceu mais tempo na boca dos ratos em todos os tempos
analisados. Os animais foram inoculados na cavidade bucal, durante 4 dias
consecutivos com 10%células da espécie estudada. Apos 1,2,3,5,8,15 e 30 dias da
ultima inoculagdo, as leveduras foram recuperadas da saliva. Apesar dos
resultados terem sido semelhantes para as trés espécies neste estudo, C.albicans
a partir do periodo de 48 horas aumenta em relacdo as demais, possiveimente

indicando uma maior permanéncia na boca dos ratos, sendo este dado
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semelhante ao encontrado pelo autor acima citado. Entretanto necessita-se de um
estudo adicional no qual se analise intervalos maiores de tempo.

Para as trés espécies analisadas, tanto para ratos normais como
xerostdmicos, houve uma diminuicdo gradativa na recuperacdo e contagem de
células aderidas as papilas verdadeiras com o passar do tempo a partir do
momento da inoculacdo. Da mesma forma que SANTOS (1999), onde foi
encontrada diminuigao gradativa na recuperacao de Candida da saliva a partir do
periodo de 4 horas. O autor acima citado estudou a aderéncia de C.albicans na
superficie da lingua de ratos normais e xerostémicos tratados com tetraciclina. A
recuperacdo foi realizada nos periodos de 4, 12, 24 e 48 horas, mostrando
diminuigao dos valores encontrados, entretanto houve um significativo aumento no
periodo de 48 horas em relacdo ao de 24 horas. Pode-se considerar que a
diminuigdo gradativa indica simplesmente a eliminagdo mecanica das células de
Candida pela saliva.

Ha grande quantidade de estudos sobre lesdes orais induzidas por
C.albicans em animais, entretanto ha pouca informagao sobre espécies menos
patogénicas como C.krusei (SAMARANAYAKE et al. 1998). C.albicans €
considerada a espécie mais patogénica e com maior capacidade de aderéncia as
células epiteliais (KIMURA & PEARSAL 1978, DOUGLAS 1985), seguida de
C.tropicalis (GELFAND 1989) e C.krusei € uma espécie pouco patogénica e com
baixa capacidade de aderéncia (SAMARANAYAKE ef al. 1998).

A baixa patogenicidade de C.krusei reflete uma habilidade reduzida em

aderir-se as células epiteliais bucais. Varios trabalhos refletem esta condigao,
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entre eles o estudo realizado por KING et al.(1980) no qual C.albicans foi a
espécie que aderiu-se mais as células epiteliais da mucosa bucal e vaginal
quando comparadas as outras espécies. C.fropicalis revelou moderada
capacidade de aderéncia e C.krusei nao foi capaz de interagir com as células
epiteliais. A aderéncia pode estar relacionada diretamente com a patogenicidade.

Estudos realizados por SAMARANAYAKE et al.(1994) demonstraram que a
aderéncia de C.krusei as células epiteliais bucais de individuos saudaveis foi 10
vezes menor que para C.albicans. SAMARANAYAKE et al. (1998) avaliando a
patogenicidade, colonizagdo e infectividade de C.krusei e C.albicans na mucosa
oral de ratos normais e imunocomprometidos, demonstraram que C.albicans foi
capaz de colonizar linguas dos dois grupos de animais. C.krusei néo foi capaz de
infectar animais normais, eniretanto provocou lesbées extensas em ratos
imunocomprometidos.

Neste trabalho, a aderéncia de leveduras foi semelhante para as trés
espécies estudadas, diferentemente dos dados encontrados na literatura.
Entretanto varios fatores tém sido implicados na patogenicidade do género
Candida, como fatores intrinsecos das espécies e amostras, producao de toxinas,
enzimas e composicao da superficie celular (ODDS 1987). Outros fatores ainda
sao descritos por influenciarem na adesao de Candida tais como as condigbes de
cultivo das leveduras, o meio de cultivo utilizado, diferengas na viruléncia das
amostras, além de condi¢cdes intrinsecas ao proprio hospedeiro. No estudo
realizado por ANTLEY & HANZEN (1988), células de C.albicans foram mais

virulentas para camundongos quando crescidas em temperatura ambiente quando
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comparadas as crescidas a 37°C. Para KENNEDY & SANDIN (1988), o meio
utilizado para o cultivo € importante e sugerem que a utilizagdo de diferentes
meios de cultura pode explicar as discrepancias encontradas na literatura.
McCOURTIE & DOUGLAS (1984) demonstraram que amostras de C.albicans
expostas a altas concentracdes de acucar sintetizaram uma superficie fibrilar que
contribuiu para um aumento na adesao as células epiteliais bucais e na viruléncia
para camundongos. A atividade enzimatica também é considerada importante na
patogenicidade de espécies de Candida, que provavelmente facilita sua invaséo
nos tecidos do hospedeiro (BUDTZ-JORGENSEN 1990a). Outra possibilidade a
ser considerada, a respeito de espécies como C.krusei aderirem-se mais as
superficies mucosas, € que por se tratarem de espécies menos patogénicas talvez
evoquem uma resposta menos intensa, sendo entdo menos eliminadas.
Comparando-se os valores da recuperacao de Candida da saliva e o nimero de
células aderidas de cada espécie, concluiu-se que a técnica utilizada para
quantificacdo de Candida a partir da saliva foi eficaz, uma vez que os resultados
foram semelhantes.

JORGE et al.(1993b) apds realizacdo de trés inoculagbes semanais de
C.albicans durante 32 semanas, encontraram candidose microscopicamente em
20% dos animais normais e 70% dos xerostdmicos. SANTOS (1999) apods
realizagdo de Unica inoculagdo de C.albicans contendo 5 x 10® células na
cavidade bucal de ratos, encontrou areas de candidose a partir do periodo de 4
horas da inoculagdo em ratos xerostémicos. ALLEN et al. (1989) realizaram a

inoculagdo de 0,1ml de suspensdo de Candida albicans contendo 3 x 10°
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células/ml na boca de ratos e encontraram a partir de 4 dias a penetragao de hifas
no interior da camada de queratina e microabscessos intra-epiteliais
caracterizando candidose.

Por outro lado, nos resultados obtidos por SAMARANAYAKE et al. (1998),
avaliando a colonizacdo de C.albicans e C.krusei, nenhuma das espécies foi
capaz de induzir candidose em animais normais.

No presente estudo ndo foram encontradas areas de candidose em nenhum
periodo tanto para animais normais como para xerostdmicos. Algumas hipéteses
devem ser consideradas para estes achados, entre elas a possibilidade de células
nao-viaveis aderirem-se a superficie mucosa. GORMAN et al. (1996) afirmaram
que células ndo-viaveis podem se aderir e ter maior capacidade de aderéncia in
vitro as células epiteliais bucais que as viaveis, ocupando receptores das viaveis
com potencial de formar hifas. A maior parte das leveduras aderidas até trinta
minutos da inoculagdo sdo rapidamente removidas e as areas de candidose
desenvolvem-se a partir de pequeno numero de leveduras que permaneceram
aderidas. Segundo SANDIN (1987) a aderéncia de C.albicans ocorre em duas
etapas, durante os primeiros 20 minutos ha associagao inespecifica, seguida por
interac@o especifica envolvendo adesinas. Com base nos resultados encontrados
no presente estudo, uma hipétese a ser discutida € a presencga de células néo-
viaveis impossibilitando a formacao de hifas, embora o valor estabelecido para a
concentracdo da suspenséao tenha sido obtido mediante a contagem apenas de
células viaveis. Outro fator a ser considerado sao as deficiéncias nos mecanismos

especificos de aderéncia, como as interagdes ligante-receptor. Outras
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possibilidades podem se dar ainda a uma alta imunidade natural dos animais
analisados, & uma viruléncia atenuada ou uma atividade enzimatica reduzida da
amostra em questao.

Em resumo, este trabalho confirmou que a xerostomia favoreceu a
colonizagao de Candida na lingua de ratos. As trés espécies estudadas, Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida krusei, apresentaram resultados
semelhantes, diferentemente de outros estudos, que mostram maior aderéncia e
recuperagdo de Candida albicans. Estudos adicionais sdo necessarios para
melhor compreensao deste resultado e avaliagdo da lingua de rato como modelo

de estudo para aderéncia in vivo de Candida.
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8. Conclusbdes

A. A aderéncia de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei

ocorreu principalmente sobre a placa bacteriana encontrada na queratina

mole das papilas verdadeiras.

B. A xerostomia aumentou o numero de leveduras recuperadas a partir da

saliva e facilitou a aderéncia as papilas verdadeiras para as trés espécies

estudadas.

C. A recuperacgéo e contagem de células aderidas de C.krusei, C.tropicalis e

C.albicans diminuiu gradativamente com o tempo.

D. A recuperacao e aderéncia foi semelhante para as trés espécies estudadas.
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ANEXO 1. Dados originais obtidos a partir da inoculacdo de Candida albicans em ratos
normais. O tempo corresponde aos periodos de inoculagdo até a coleta da saliva. Para
cada periodo foram utilizados 5 animais.

— Tempo Peso | Saliva Coletada | Recuperacao Recuperacdo | Contagemde
. o . x10% x107)
1 0,026 417 16038
2 0,0691 74 1070
3 0,0115 66 5739
4 0,0303 760 25082
5 0,0462 640 13852
Méd 3911318  12356+9339
i 0,1010 62 613 19
2 0,0735 13 179 16,5
3 0,0336 59 1755 11,5
4 0,0739 62 838 52,5
5 15 331,55 0,0649 7.8 120 29
_ Média & desvio padréo § 30431802 | 006002 4074278 | 701:660 } 2574182
1 30 191,86 0,0756 23 309 13
2 30 202,16 0,0406 18
3 30 258,53 0,0397 43
4 30 220,62 0,2723 97
5 30 227.06 0,0729 33
“Média ¢ desviopadrao | 220+257 |  01%009 428+317
1 1 313,53 0,0649 3.3
2 1 303,31 0,1676 4,3
3 1 338,85 0,0918
4 1 340,88 0,2366
5 1 241.60 0.1215
Média + desvippadiao | 307.2+399 | 013+006 |
1 4 188,46 0,1213
2 4 202,44 0,0875
3 4 182,02 0,0594
4 4 198,94 0,1112
5 4 319.24 0,085 .
~ Média tdesviopadr8c | - 2182+ 57 . 009002 27108
1 12 250,31 0,0644 0.3
2 12 254,07 0,0505 0,2
3 12 207,55 0,0811 1,9
4 12 236,95 0,1666 1,2
5 12 218,05 0,072 0.5
Média = desviopadrgo | 233+ 20,1 0084004 | 08307
1 24 390,56 0,3317 0,3
2 24 331,05 0,1701 0,008
3 24 357,62 0,1073 0,01
4 24 351,77 0,0795 0,007
5 24 270,39 0,0803 0,04
- Média + desvio padrio 340+ 445  DO7T+01
1 48 215,06 0,0556 0,04
2 48 240,27 0,0351 0,004
3 48 241,94 0,0183 0,1
4 48 225,40 0,0632 0
5 48 215,55 0,0106 0,01 .
_Media = desvio padrdo 227 £1258 0903:002 003004 18x27 i 01:02
1 72 335,08 0,0344 0,04 12 0.5
2 72 309,39 0,0436 0,09 22 0
3 72 305,84 0,0347 0,03 0,8 0.5
4 72 334,35 0,0443 0,02 0.4 0,5
5 72 335,08 0.1487 0.1 0.8 0
Média + desvio padréo 323149 D08 004 005003 1007 0.3+02
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ANEXO 2. Dados originais obtidos a partir da inoculacdo de Candida albicans em ratos
xerostdmicos. O tempo corresponde aos periodos de inoculagdo até a coleta da saliva.
Para cada perlodo foram ut;hzados 5 animais.

3 5 0,0064 180 177.5
2 5 0,0164 850 39351 80
3 5 0,0102 1010 33666 74
4 5 0,0252 406 32741 59,5
5 5 0,0539 128 2374 197.5
Média + desvio padr3o . | 252%371 £ £ 1 T4
1 15 231,76 0,0182 68 3736 57,5
2 15 191,54 0,0045 59 13111 106,5
3 15 230,45 0,0182 60 3296 45
4 15 203,32 0,0091 269 29560 205
5 15 209,25 0,032 128 4000 67
Média - desviopadrao | 213174 | 001 %001 116+ 897 | 10740311288 | 9624650
1 30 234,76 0.007 25 3736 21
2 30 196,47 0,0055 29 5418 41
3 30 251,61 0,0242 78 3223 12,5
4 30 268,65 0,0052 26 5153 36,5
5 30 215,55 0,0156 66 4230 16
Média ~desviopadrao |  233+285 | 001+0008 | 448+252 | 4324%052 | 254:126
1 1 211,10 0,0078 36 4615 335
2 1 206,21 0,0149 25 1691 3
3 1 202,19 0,0048 19 3958 235
4 1 203,42 0,0126 47 3730 21
5 1 242,40 0.0121 19 1611 18,5
Média t desviopadrio | 2131167 +0. 2% | 31211380 | 199+110
1 4 326,39 0,0075 21 2866 a
2 4 273,57 0,0122 2,3 190 5
3 4 322,87 0,0057 1,6 280 45
4 4 302,52 0,0120 2,1 175 45
5 4 200,59 0.0125 8,7 696 35
Media 1 desvio padrao | | 285517 | 0.008 3 0,003 71:82 841 £ 1151 43+05
1 12 199,62 0,0197 0.8 44 45
2 12 236,91 0,0193 0,6 32 55
3 12 19567 0,0104 18 179 2
4 12 212,31 0,0162 0,6 42 2
5 12 200,02 10,0135 3.1 235 15
“Média - desvio padrao | 2089+ 168 10 B 3117
7 24 245,00 0,008 2,5
2 24 233,32 0,0113 4
3 24 242,54 0,0077 35
2 24 224,54 0,0087 25
5 24 245 83 0,0087 2
Média + desvio padrac 238+91 0008 +0001 29:08
1 48 218,99 0,0129 4
2 48 227,18 0,0114 1
3 48 229,76 0,0113 3
4 48 203,73 0,0077 1
5 48 231,34 0.0058 ‘ 1.5
Média + desviopadréo | 2222113 | 000930002 | 501 Bat 98 |  21:13
1 72 209,26 0,0059 0,03 6 0.5
2 72 233,38 0,0186 0,07 4 0
3 72 221,73 0,0122 0,06 5 1
4 72 213,94 0,0128 0,01 0,7 1
5 72 188,68 0,0126 0.1 13 0.5
Média £ desvio padr30 | 213+ 165 001+0004 | 005003 57+45 06104
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ANEXO 3. Dados originais obtidos a partir da inoculagédo de Candida tropicalis em ratos
normais. O tempo corresponde aos periodos de inoculagao até a coleta da saliva. Para
cada penodo foram utilizados 5 animais.

7 0,1226
2 5 235,75 0,0834
3 5 202,20 0,0073
4 5 250,70 0,038
5 5 ; ,
_Média + desviopadrdio | 230
1 15
2 15 238,03 0,0303
3 15 237,22 0,0624
4 15 236,78 0,1777
5 15 232,39 0,0388
| Média = desviopadrao | 263£398 | 006%006 | 2044541 4280:3761 | 26, fmzz =
R 30 211,91 0,0605 86 1421
2 30 325,37 0,0819 200 2442 4 5
3 30 216,30 0,1321 89 673 2
4 30 199,04 0,0232 42 1849 13,5
5 30 204,43 0.0875 56 640 95
" Mé&dia = desvio padrio. 8 | 007003 - 1405+773 | TaAza4 |
T‘ 1 1 6703 75
2 1 928 15,5
3 1 806 6,5
4 1 1249 15
5 1 , , C 3012 16
M&dia & desvio padrao | 320 %25 0.05£003 B802+245 | 2539+2491 | 121:485
1 4 355,64 0,0748 4,9 65 45
2 4 329,78 0,0389 13 334 10
3 4 365,47 0,0574 34 601 4.5
4 4 375,54 0,026 22 853 35
5 4 314,33 0,0601 35 595 8
Wédia + desvio padrao | 348+ 254 005+001 | 217+130 | 489300 _ B1x27
7 12 351,20 0,0386 05 14 1
2 12 325,32 0,1028 2,8 27 1
3 12 364,01 0,0484 0,5 11 0,5
4 12 345,24 0,1024 2,3 22 0
5 12 305,05 0,0119 1,2 102 05
Média + desviopadrsio | 3381231 006:004 14110 352378 | 06104
7 24 22443 0,0612 0.2 35 1
2 24 216,73 0,0835 0,03 0.4 0
3 24 211,93 0,0373 0,7 21 0
4 24 240,84 0,2343 08 34 0
5 24 20462 0,0458 0.1 35 0
" Média + desvio padrao | ' .08  63%82 | 02i04
1 48 2,5 0,5
2 48 200,55 0,03 0,01 0,3 0,5
3 48 212,42 0,0532 0,02 04 0
4 48 238,12 0,0283 0,01 0,4 0
5 48 206,41 o017 | 0,09 08 0
“Media rdesviopadrac | 215:144 | 006:003 08+09 | 02:02
7 72 212,45 0,0346 0 0 0
2 72 241,69 0,0489 0 0 05
3 72 298,66 0,0511 0 0 0,5
4 72 289,14 0,0235 0,001 0,04 0
5 72 266,41 0,132 0,002 0.01 0
"Média & desvio padrdo | 261:352 0.05:004 | 0,0006+00008 | 0.01:001 02+02
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ANEXO 4. Dados originais obtidos a partir da inoculagdo de Candida tropicalis em ratos
xerostdmicos. O tempo corresponde aos periodos de inoculagado até a coleta da saliva.
m utilizados 5 animais.

| Recuperacao
. UFCiml
Cx10Y .
20722 207
36428 2995
18503 69
45192 227
44307 279
638 + 521 33030+12739 | 216+ 804
367 32192 120,5
440 24175 99,5
360 28125 77
336 21132 133,5
243 20593 73,5
349+ 709 25243 + 4905 100+ 263
73 40555 33,5
53 19107 50
253 11145 106
158 17173 53
135 14516 345
-} . 13470 20499 + 11603 i 554 +2986
1 1 239,84 32 4383 15
2 1 169,53 60 5042 34,5
3 1 98 5939 415
4 1 30 2027 45
5 1 24 2123 7 N
- Média + desvic = 1 0  488+308 3902 = 1757 27.9+175
1 4 204,64 0,0041 16 3975 4
2 4 258,79 0,0266 18 710 13
3 4 204,77 0,0194 24 1247 5
4 4 217,00 0,0155 26 1683 10
5 4 240,76 0.0084 49 5857 10,5
Média * desvio padrao 226+238 001 0008 266+ 131 2694 + 2162 85+38
1 12 309,00 0,0083 0,7 76 0
2 12 297,00 0,0046 0,1 26 15
3 12 234,08 0,0089 16 183 0
4 12 295,07 0,011 0,2 24 1
5 12 292 76 0,0055 0.8 149 2
Média + desvio padro i 00720002 086208 L 81Bx72 09208
1 24 221,55 0,0129 0,2 22 0,5
2 24 259,23 0,0147 0,1 12 0,5
3 24 239,94 0,0083 0,2 27 0,5
4 24 198,11 0,0077 0,3 41 0
5 24 224,65 0,0109 0.3 33 0.5
‘Média tdesviopadrac | 228+227 | 00130002 02:008 27+109 04302
1 48 218,52 0,0048 0,02 6,0 15
2 48 210,64 0,0134 0,004 0,2 1
3 48 239,81 0,0096 0,005 0,5 1,5
4 48 231,97 0,009 0,01 1,5 1,5
5 48 231,68 0,0101 0,02 2.2 0.5
 Mediatdesviopadrdo | 2263117 0009 &rﬁﬁﬁ& 1 00120007 20323 ) 12204
1 72 208,48 0,0187 0,002 0,1 0
2 72 194,85 0,0266 0,001 0,03 1
3 72 208,38 0,0107 0,003 0,2 0,5
4 72 226,83 0,0104 0,004 0,3 0,5
5 72 207,38 0.0149 0 0 0
Média +desvippadro 1 200+114 | D01 +0008 0,002 £+ 0.001 SR 0 04204
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ANEXO 5. Dados originais obtidos a partir da inoculagdo de Candida krusei em ratos
normais. O tempo corresponde aos periodos de inoculacdo até a coleta da saliva. Para
cada penodo foram utilizados 5 animais.

_Peso | Saliva f:o!etada R&c:.tpera\;éo i Recuperagido cmtagem de
@ . UFCimi  células (PV)
. e 5 x10%
1 241,02 0,012 63 5250 173
2 5 262,04 0,0221 145 6561 88
3 5 252,06 0,024 464 19333 184
4 5 260,31 0,0213 787 36948 162
5 5 ! 238,37 0.0127 256 20157 80,5
A& T 1+ 0005 3434290 17649+ 12828 | 1371493
1 15 230,70 0,0082 73 8902 68,5
2 15 22673 0,0371 39 1072 14,5
3 15 219,80 0,0036 36 10111 53
4 15 231,69 0,1294 67 517 13
5 15 244 43 0,0198 48 2454 32
Média t desviopadrao |  230:90 | 003 +005 526+ 166 4611+4544 | 362242
1 30 364,23 0,0744 112 1505 85
2 30 333,21 0,0194 148 7525 53
3 30 348,98 0,0466 186 3991 28
4 30 320,43 0,0455 93 2043 30
5 30 | 31511 0,0787 208 2642 28
T Média : desviopadiao | 336+203 | 0053002 149+ 483 3541 + 2412 295+157
1 1 274,36 0,039 36 92 17
2 1 244,05 0,0623 16 268 15
3 1 278,80 0,0761 21 278 4
4 1 220,13 0,1173 22 192 15,5
5 1 _214.47 0,0272 26 985 5
Madia + desvio pa , . 0p620D03 177185 3634355 BB+
BER 4 198,97 0,0412 11 276 1
2 4 21523 0,0397 17 450 1,5
3 4 199,18 0,0197 17 862 1
4 4 196,83 0,0674 21 311 0
5 4 176,93 0,0389 9.8 251 2
“Média < desviopadrao_ | 197136 | 004 x001 151446 430 % 253 11107
7 12 284,03 0,0099 0,2 27 0.5
2 12 291,21 0,0085 0,9 115 15
3 12 301,02 0,02 0,5 27 2
4 12 295,06 0,0298 0.1 35 0,5
5 12 .l 297,31 0,0144 0.5 40 1
Média + desviopadrao | 293+ | DD1+0008 | 04103 4251426 11106
1 24 227,81 0,0975 0.2 2,0 0
2 24 278,48 0,0316 0,1 55 0
3 24 281,29 0,1423 0,07 0,5 0
4 24 276,51 0,0618 0,1 23 0
5 24 , 284,10 0,0997 0,1 1.8 0,5
Média + desvio padrao | 269 004 | 2a+is | 01x02
1 48 259,05 0,059 0.1 23 0
2 48 243 41 0,0444 0,09 2,0 05
3 48 261,73 0,0595 0,1 2,2 0
4 48 285,40 0,0655 0,08 1.2 0
5 48 297.11 0,0542 005 0,9 0
f’wédsa;fdésvwﬁﬂ  269+%214 | 00530007 | 008:002 | 17%06 | 01302
1 72 307,00 0,033 0,01 0,3 0
2 72 317,66 0,1856 0.1 10 0,5
3 72 317,69 0,0816 0,05 0,6 0
4 72 24819 0,116 0,005 0,04 0
5 72 337,85 0.0838 0.02 0.2 0
Média + desviopadrdo | 305+340 009005 | 003003 | 04:03 01202
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ANEXO 6. Dados originais obtidos a partir da inoculacido de Candida krusei em ratos
xerostdmicos. O tempo corresponde aos periodos de inoculagdo até a coleta da saliva.

P

Coptagem de

. UFCmI | células (PV)
. o x10h . ]
1 50537 210
2 0,0105 5238 203
3 232,04 0,0084 578 68809 445
4 211,15 0,0031 144 48451 3935
5 197,06 0.0119 481 40420 206
 Média & desv 00080003 | 534+307 | 4DPPO1+03084 | 2014148
1 0,0171 315 18421 91
2 15 237,24 0,0126 210 16666 58
3 15 225,60 0,0072 543 75416 113,5
4 15 206,07 0,0054 450 83333 227
5 15 191.41 0.008 230 25842 91,5
T Média ~ desvio e + 3 0,01 £0004 349+ 143 | 4393+32654
BER 30 219,72 0,0047 34 7404 455
2 30 190,04 0,0055 23 4345 39,5
3 30 185,47 0,0019 35 18894 19
4 30 211,13 0,0413 46 1121 17,5
5 30 205,52 0,0068 15 2204 54,5
Méd: io D 1 0ptzo0 3064118 681147162 | 352+163 |
1 1 192,90 0,0158 33 2107 48
2 1 230,49 0,0039 20 5153 33,5
3 1 228,74 0,0037 63 17135 53,5
4 1 177,40 0,004 47 11875 15,5
5 1 . 0.0075 36 4826 10,5
Miédia = desvio L 0006 + 0,005 3681161 | 821946146 | 322+190
1 4 0,00865 10 1561 13,5
2 4 171,75 0,0119 15 1285 12
3 4 179,09 0,0066 3.2 489 15
4 4 187,70 0,0024 53 2212 8,5
5 , 0,0028 438 1735 10,5
[ médi 0006 £ 0003 76+48 1456 + B37 itgr2s
1 0,0258* 0,3 12 2
2 0,0055 0,05 10 2,5
3 0,0105 0.1 1 25
4 0,0147 0.1 13 2,5
5 0.0041 0,2 48 35
Meédi 006110008 01201 188+183 | 26405
1 0,0145 0,05 3.8 25
2 0,0273 0,02 07 1
3 0,0145 0,02 1,5 1
4 0,0118 0.1 9,1 45
5 X 0.0066 0,01 2.7 2,5
WMadia. %2 ; T 004:003 | 35+33 | 23314
1 48 297,06 0,00869 0,01 14 25
2 48 292,19 0,0169 0,005 0.2 1,5
3 48 277,77 0,0135 0,01 0,8 1
4 48 282,08 0,0169 0,01 07 0,5
5 48 325,88 0,0116 0.006 0,5 0,5
'~ Média + desvio £ L 0D130004 | 000840002 |  07:+04 12408
1 72 207,81 0,0298 0,002 0,06 1
2 72 237,27 0,0125 0,007 0,5 35
3 72 231,85 0,0175 0,004 0.2 2
4 72 201,77 0,012 0 0 3,5
5 72 232.83 0,0036 0.003 0.8 1.5
“Média + desvio padrdo | 222162 00120009 | 0003+0002 03503 23511
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