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I INTRODUCAQ

A incidéncia de infecgdes por leveduras nos Gltimos anos parece
ter aumentado, principalmente com o advento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Muitas das espécies de leveduras
consideradas comensais sdo agora relatadas como patogénicas em
humanos 193¢

Candidose ¢ a infecgdo micdtica de ocorréncia mais comum na
cavidade bucal, implicando leveduras do género Candida. C. albicans é
considerada a principal espécie patogénica em humanog *0HIH291317.329 py,
ser uma infecgdo oportumista, nGmeros fatores locals e  sistéimcos
predisponentes sdo citados na literatura, sendo rara a ocorréneia de candidose
sem a presenga de um ou mats destes fatores, 0s quais alteram o0s mecanismos
de defesa do individuo ou interferem com a microbiota bucal, definindo a
mudanga do fungo da forma comensal para patogénica 1434 103243,291,358

A integridade da mucosa bucal ¢ dependente da fungio normal
das glandulas salivares. A saliva fornece prote¢do aos tecidos pela agiio
mecanica e lubrificante e por suas propriedades antimicrobianas 7>7+121,203.233
Além de representar mecanismo de defesa primario do hospedeiro, o fluxo
salivar ¢ também um mportante modulador da populagio de C. albicans na
cavidade bucal € sua redugdo facilita a nstalagic de candidose
44,71, 120,131 210,300

Na literatura ha poucos dados sobre a influéncia da xerostomia
avahando a presenga de leveduras ¢ o desenvolvimento de candidose na

cavidade bucal de animais. MEITNER ef al. *'7 (1990), obtiveram uma

quantificagiio de C. albicans significantemente maior na cavidade bucal ¢



i

esdfago de ratos com fluxo salivar reduzido. Culturas positivas da levedura
foram observadas por varios meses, apdés inoculagdes bucais em ratos
sialoadenectomizados, demonstrando que a xerostomia favoreceu o
desenvolvimento de candidose bucal nesses animais **'*?, Os resultados do
trabatho de TOTTI et al. *** (1996), também confirmaram que a xerostomia
facilitou a instalagdo, proliferaco e persisténcia do fungo na cavidade bucal
de ratos, quando analisaram a presenca de 5 espéeies de Candida, apos
moculagdes bucais de cada espécie, sendo (. albicans recuperada em maior
guantidade da boca de animais sialoadenectomizados em relagfio aos normais
durante 30 dias.

O objetivo deste trabalho fot investigar a presenga de
(. albicans ¢ o desenvolvimento de candidose, apds sua implantacio na

cavidade bucal de camundongos normais ¢ sialoadenectomizados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candida albicans

A espécie Candida albicans pertence ao género Candida, familia
Cryptococcaceae, classe Blastomycetes, subdivisio Deuteromycoting, divisdo
Eumyecota, reino Fungi ',

O género compreende aproximadamente 200 espécies de
leveduras distribuidas na natureza, sendo que algumas podem viver coino

3 Y . .
O8ITIBID i virtude de sua

saprofitas ou parasitas no homem e animais
maior patogenicidade e prevaléncia, Candida albicans ¢ a espécie mais
estudada, entretanto, C. fropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, (.
krusei ¢ C. stellatoidea, sio freqiientemente isoladas de seres humanos

63,168,284,329

saundaveis e como agentes etiologicos de micoses superficiais ¢

SiStélﬂiCﬂS 3.50,126,218,234.318 301 '

(. alhicans vive normalmente na orofaringe, boca, dobras da
pele, secregdio brénquica, vagina, urina ¢ fezes de humanos. Sua presenga na
agua e no solo é relativamente rara e quando ocorre estd relacionada a
contaminagdo por fezes humanas ou de animais ',

As espécies de Condida  se destacam entre os demais
Blastomycetes, pela capacidade de formar pseudohifas, sendo . glabraia a
tnica excecdo . (. stellatoidea tem sido considerada atualmente como uma
variante de (. albicans, devido 2 identidade enire as bases de DNA.
Distingue-se, porém, de C. albicans por nio assimilar sacarose *'.

C. albicans é um fungo dimdrfico, apresentando-se na forma de

levedura como células globosas, ovaladas ou alongadas, medindo em média 3 a
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7 wmn de largura por 3 a 14 wm de comprimento “*. Na forma de micélio, suas
células apresentam-se como pseudohifas, podendo também formar hifas
verdadeiras. S8o microrganismos Gram-posttivos, aerébios, sendo capazes de
crescer em anaerobiose “*; condigdo que acentua a formacio de micélio in
vitro ©F,

Quando cultivada em meito de cultura lquido, C. albicans forma
sedimento; em agar Sabouraud a 37°C, as coldnias apresentam-se brancas ou
branco-amareladas, com didmetro em média de 4 a 8 mm de didmetro, amidas
g cremosas e com odor caracteristico. Em mucrocultivo (agar fubd) forma
pseudohifas e produz estruturas esféricas caracteristicas, os clanudosporos
{clamidoconideos) e em soro a 37°C forma tubo germinativo. Fermenta a
glicose ¢ maltose, ndo correndo fermentagdo da lactose e na maiornia das vezes
sacarose, enquanto que a fermentacdo da galactose ¢ varidvel. Como fontes de
carbono utiliza dextrose, galactose, maltose, trealose, xilose, sacarose ¢
manitol; eventualmente arabinose, ribose e glucitol #,

C. alhicans ¢ classificada em sorotipos A e B, estando igualmente
distribuidos na boca de pacientes sadios, porém o sorotipo A predomina em

1 ** enquanto o sorotipo B é mais

candicoses ¢ estomatites por protese tota
freqiientemente isolado de pacientes com sistema imune comprometido, como
na AIDS . O grau de viruléncia para camundongos, entretanto, parece nio
estar relacionado com os sorotipos ',

Nos tecidos, (. albicans apresenta-se na forma de micélio e
leveduras. Na forma de leveduras aparecem como estruturas esféricas ou
ovaladas, com didmetro aproximado de 4 um. Apresentam paredes delicadas e
demarcadas com ou sem gemulagio mictal. Na forma miceliana, as pseudohifas

sdo geralmente longas, de espessura varidvel, com septagdes a curtos
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intervalos. Em cortes transversais, exibem secgdo circular com discretas
variagbes de calibre ** .

(. albicans induz reago inflamatoria aguda, com edema, actumulo
de infiltrado inflamatorio wveutrofilico, com produgdio de multplos
microabcessos. O crescimento miceliano € exuberante nas superficies mucosas,
constituindo massas de filamentos e leveduras, causando freqiientes ulceragdes

epiteliais multifocais *** .

2.2 Presenca de Candida albicans na cavidade bucal humana

As leveduras constiuem o0s tnicos fungos pertencentes a
microbiota normal do hoem, sendo de ocorréncia comum na cavidade bucal
de individuos sauddveis. A primeira tentativa para classificar os fungos e
leveduras na boca foi feita por KNIGHTON *' (1939). Estudando amostras
isoladas da mucosa bucal de 146 mdividuos, o autor admitivu que grande
proporgdo pertencia ao género Candida. Em 1950, LILIENTHAL ™ obteve
conclusio semethante em amostras isoladas de saliva.

Em estudo realizado por YOUNG et al. 7 (1951), C. albicans foi
encontrada na boca de 93,8% em 284 individuos examinados, C. tropicalis em
24%, (. stellatoidea em 1 4%, (. pseudotropicalis em 0,3% e Candida sp. em
0,6%. Os autores afirmaram que C. albicans ¢ habitante normal da microbiota
bucal em 50% da populagiio de adultos jovens, existindo relagho direta entre o
grau de acidez salivar e a ocorréncia desse fungo na boca.

A presenga de espécies do género Candida na cavidade bucal
pode apresentar wn indice de variagdo entre 35 a 60% em mdividuos

saudaveis, sendo decorrente provavelmente dos diferentes métodos de coleta,
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origem das amostras, meio de cultura, grupos de individuos estudados ¢
métodos de andlise 7. . albicans foi isolada em 44.4% das culturas de
material de boca de adultos sadios dentados *, enquanto BERDICEVSKY
ef al. ** (1980), relataram um indice de 88% de Candida em portadores de
proteses totais sem candidose, encontrando em pacientes dentados o percentual
de 52%.

GERGELY & URY ™ (1961), encontraram 70% de C. albicans
na cavidade bucal de 154 mdividuos sadios ¢ com metodologia semelhante, os
mesmos autores © (1966) analisaram a variagdo diaria de fungos na boca,
durante 8§ dias ¢ obtiveram no mesmo individuo grandes variagbes. Essa
variabilidade entre individuos também foi observada por WILLIAMSON *Y
(1972}, sugerindo em seus resultados que as contagens devem ser realizadas
em varios dias para a determinagao da populagio de Candida.

ARENDORF & WALKER '™ (1979, 1980) obtiveram culturas
positivas para leveduras, utilizando-se de varias técnicas, sendo (" albicans
wdentificada em 88%, C. krusei e C. guilliermondii em 4%. C. albicans ndo
estd distribuida com uniformidade na boca, mas o dorso da lingua parece ser o
reservatorio primario do fungo, a partir do qual o restante da mucosa, superficie
dos dentes, placa bacteriana e saliva tornam-se colonizados secundariamente

18,353

Nas primeiras horas pos-parto, . albicany ja é isolada da boca de

176,284 e

5 a 7% das criangas, estando presente em 14,21% apos | semana
chegando ao pico ao redor dos 2 meses de idade. BERDICEVSKY er al, *°
(1984), constataram a presenga de Candida em 49% das criangas de 3 a 5.5

anos ¢ em 65% nas de 6 a 12 anos.
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A aquisigdo de Candida foi estudada por SHARP er al. ¥ (1992)
entre 163 recém-nascidos ¢ 90 assistentes de uma unidade intensiva de bebés;
46 criangas abrigavam leveduras na boca. . albicans ocorreu em 94.7% de
431 amostras isoladas e 67,4% de 43 isoladas do pessoal assistente, RUSSEL
& LAY " (1973), encontraram 5,7% de espécies de Candida ¢ 7,1% de outras
leveduras em 140 criancas no hospital com 1 dia de vida. Apds 4 semanas,
quando examinadas em casa, 50 das criangas com culturas negativas,
apresentatam 96% de de positividade para levedwras, sendo (. albicans a
espécie predominante (56%) e em menor propor¢do (. fropicalis, (.
parapsilosis e C. pseudotropicalis.

DARWAZEH & AL-BASHIR  (1995) avaliaram a presenca de
Candida na cavidade bucal de 206 criangas saudaveis entre 2 a 11 meses de
idade. Espécies de Candida foram 1soladas em 48% das criangas,
sendo (. albicans a mais freqiente (30,6%), seguida de . parapsilosis
(5,8%). Os autores concluiram que Candida constitut parte da microbiota
comensal bucal em aproximadamente 50% de criangas saudaveis com menos
de 1 ano de idade, ndo considerando género ou padrdes de alinentagdo.

JORGE et al. " (1997) analisaram a presenga de espécies do
género Candida na saliva de 570 individuos normais e 493 pacientes que
apresentavam  diferentes  fatores  predisponentes  locats. Os  resultados
mostraram maior porcentagem de pacientes positivos para Candida nos grupos
com fatores predisponentes (73,80%), em relacio aos controles (38,42%),
sendo predominante o isolamento de . albicans em todos os grupos,
ocorrendo, entretanto, maior diversidade de espécies para pacientes com

fatores predisponentes, principalmente nos usudrios de protese total.
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Apesar da existéncia de grande variabilidade, pacientes sadios
geralmente apresentam baixas contagens de leveduras na cavidade bucal
podendo a quantificago, principalmente de . albicans na saliva, ser usada
como indicadora de infecgfio ™. Pacientes com candidose possuem contagens
de . albicans geralmente superiores a 400 ufc/mlL de saliva, enquanto nos

portadores as contagens normalmente ndo ultrapassam esse valor 577240329

Este valor também se aproxima da descrigdo feita por WILLIAMSON #73%0
{1972), onde as contagens entre 300 e 500 ufc/ml de saliva podem ser
encontradas em individuos adultos sadios ¢ tém variagdo na hora do dia,
atmgindo o maximo no inicio da manhd e no final da tarde. O autor também
sugere que o reconhecimento de um portador é melhor caracterizado em
amostras colhidas pela manha.

Embora ndo seja completamente entendido, o fator idade parece
nfluenciar a presenca de Candida. Em crangas, o sistema imunolégico ainda
inaturo favorece o abrigo do fungo, havendo certa protecio nas primeiras
semanas apos o nascimento, pelas imunoglobulinas herdadas da mie através da
placenta ou pelo leite . Por outro lado, varios fatores associados a idade
avangada como doengas sistémicas e uso de medicamentos, podem favorecer a
presenga de Candida. Os mecanismos de homeostase em idosos tém
fimcionamento deficiente, o que facilitaria a instalagio do fungo ou
agravamento de candidoses 2°2426%-48,

O estade de portador do género Candida na boca, ainda nio esta
esclarecido. Varios fatores tém sido implicados, tais como a dieta %
mieragdes com a microbiota bacteriana, diferencas no tecido do hospedeiro e

30

fluidos corpdreos *°, presenca de anticorpos especificos ¢ componentes do

soro M (3 estado de portador tem sido também relacionado com o grupo
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sangiiineo O . Individuos ndo secretores de antigenos dos grupos sangiineos

’ 3 . :
1717523 A cavidade bucal

na saliva, possuem maior predisposigdo a candidose
representa importante fonte endogena de Candida, podendo ser encontrada em
todos os sitios bucais, com especial preferéncia pelo dorso de lingua (tergo
posterior), palato duro ¢ mucosa jugal '* e sua presenga na boca ndo significa
necessartamente doenga, pois as leveduras podem estabelecer relagdo de
comensalismo com o orgamismo, ou entdo mantfestar acdo patogénica,

principalmente quando ocorrer desequilibrio no sistemna de defesa do

hospedeiro, facitando a sua proliferaco e penetragio nos tecidos bucaig

2144243

2.3 Candidese bucal

Candidose ¢ uma infecgo micdtica oportunista, decorrente da
tansformagdo de Candida da forma comensal para parasitaria '*~%°. As
leveduras do género Candida tém a capacidade de invadir os tecidos e causar
doenga quandc as defesas locais ou sistémicas estdo diminuidas, sendo

portanto, sua viruléncia determinada mais pelo hospedeiro do que pelo fungo

239

2.3.1 Fatores predisponentes a candidose bucal

Diversos fatores locais e sistémicos predisponentes a candidose

~ . | . S B L)
bucal tém sido relatados na literatura 41032527 conforme pode ser

ohservado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Fatores predisponentes a mstalagio de candidose na cavidade bucal
de seres humanos.

FATORES PREDISPONENTES

LOCALS SISTEMICOS
Xerostomia Fisiologicos
Uso de antibidticos Desordens endocrinas:
. diabeies
Carboidratos soluveis na dieta . hipertireoidismo

Uso de proteses e aparelhos | Deficiéncias nutricionais
ortoddnticos

Tabagismo Hospitalizagio
Associagdo com doengas bucais: Deficiéncia imune:
. Neoplasias . AIDS

. Glossite romboide mediana . congénitas

. Leucoplasia

. Liquen plano

et
e m— e

A xerostomia assume, entre os fatores locais, particular
importancia, contribuindo para a proliferagdo de fungos pela alteragdo do
equilibric da microbiota bucal. Mecanismos de limpeza e substincias
antimicrobianas presentes na saliva, como lisozima, lactoferrina, sistema de
lactoperoxidase e glicoproteinas salivares estdo diminuidos na xerostomia
DI Alteragiies clinicas como a sindrome de Sjdgren, radioterapia ¢ uso de
medicamentos s30 as causas mais comuns que levam a disfungdo das glandulas
salivares e conseqiiente xerostomia /2108202330,

O uso prolongado de antibidticos de largo espectro tem sido citado

com importincia nas candidoses bucais. A mibigdo do crescimento de
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bacténias, libera receptores celulares, que podem ser ocupados por adesinas

LM Outros  medicamentos  como

presentes no  genero  Candida
imunossupressores ¢ corticoides (sistémicos, (opicos ou imalados) podem
mduzir a supressdo da resposta imune celular. A quimioterapia pode levar a
alteragdes do fluxo e qualidade da saliva secretada, causando ulceragdes que
possibilitam a aderéncia e implantacdo do funge 18122125

Espécies de Candida produzem 4cido a partir de saliva

suplementada com glicose #%%%%

, 0 que possivelinente indique que dieta rica em
carboidratos solaveis contribui para a patogénese das candidoses bucais. O
provavel mecanismo envolve estimulo na presenga de aglicares para
crescimento dos fungos, aumentando a capacidade de adesdo de Candida ou
pela utilizagdo do carboidrato soliivel como substrato metabolico *#%,

Radioterapia de cabeca e pescogo favorece aumento na quantidade
de Candida. ROSSIE ef al. #7° (1987), relatam aumento do nimero de
leveduras recuperadas em 47% dos pacientes que apresentavam culturas
negativas antes da radiacdo. PAULA ¢f al. 52 (1990)), observaram leveduras em
50 pacientes com céancer bucal antes e durante terapia com radiagdo.
(. albicans (30%) foi a espéceie mais 1solada antes da radioterapia, seguida por
. tropicalis (12%), C. glabrata e C. krusei (49), C. parapsilosis e Condida
s5p (2%0).

Efeitos da xerostomia produzida por radiagdo em pacientes com
cancer, induzem wm aumento pronunciado no niimero de Candida na boca ™,
ocorrendo também, reducdo na quantidade de mmunoglobulinas da saliva e
ulceragdes da mucosa . Ha também evidéncias de que espécies de Candida
estdo mmplicadas na etiologia do cancer de boca ¢ eséfago, devido 4 produgio

de nitrosaminas endégenas *17%,
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O uso de proteses e aparelhos ortodonticos favorece a instalagio e

14,10,17,18, 1441

permanéncia de Candida na boca 3222289 A estomatite por protese

afeta cerca de 65% de seus usuarios ' e nessa condigdo, os principais fatores
implicados na doenga sdio o trauma e a infecgfio por Candida #1091 A
infecgio por Condida em usuanos de protese pode ser favorecida quando a
higiene bucal ¢ da protese & precaria. Prevaléncia de 86,5% de portadores de
(landida  entre pacientes comn mucosite por protese ¢ de 75% entre pacientes
sem mucosite, foi relatada por BUDTZ-JORGENSEN ef o/ ¥ (1973, isolando
a especie C. albicans com maior fregiiéneia.

O aumento de queratinizaco pelas células da mucosa bucal em
pacientes fumantes parece facilitar a aderéncta de Candida ao epitéhio. Estudos
relatam infecgdes da mucosa bucal e associagfio positiva com tabagismo e uso

15,18,19,125.272

de priteses ; outros autores, enfretanto, ndo observaram influéncias

significativas do fumo na prevaléncia de Candida na cavidade bucal 7%,
Lesbes como queilite angular, glossite rombodide mediana,
teucoplasia, liquen plano e luperqueratoses, demonstram freqiente isolamento
do género Candida, podendo favorecer o seu estabelecimento na mucosa bucal
pela retengdo prolongada das células superficiais, alteracdes moleculares e
aumento da quantidade de queratina nessas doengas 'VAOILITOIVRZANIES
Sugere-se, ainda, uma relagdo etiologica  da  C albicans em leucoplasias,
baseando-se no fato de que hd regressio das lesSes com {ratamento
52

antifingico ™ e ha evidéncias de que lesdes leucoplasicas associadas a

candidose podem sofrer malignizagiio '®.
Segundo FOTOS ef al. ™ (1991), a gravidez ¢ o uso de

anticoncepcionais, provavelmente possam influenciar na presenca de Candidg



na cavidade bucal, pois ocorreriam alteracGes no fluxo salivar ou na imumdade
causadas pelo desequilibrio hormonal.

Nas desordens endocrinas  como  diabetes  melliftus ¢
hiperparatirecidismo, altas taxas de isolamento de Candida da cavidade bucal
sdo observadas. KNIGHT & FLETCHER ' (1971) relataram que pacientes
diabéticos possuem concentragdes elevadas de glicose na saliva, o que sugere
forte associagio com aumento de crescimento de Candida. FISHER er af. ™
(1987) verificaram a presenga de Candida em 210 (51%) dos 412 pacientes
diabéticos examinados, sendo . albicans presente em 89% dos 1solamentos.
QUIRINO et al. **! (1994), estudaram a presenga de fungos na cavidade bucal
de diabéticos controlados e nfo controlados, encontrando resultados
semelhantes nos grupos estudados. C. alfbicans foi isolada em 57,1% dos
diabéticos controlados e em 62,5% dos nfo controlados. Essas doengas
também estdo associadas a manifestagdes graves de candidose mucocutanea
Crén.ica 82,125,147:’[9{}‘

Fatores nutricionais inchundo deficiéncia de ferro e vitaminas t€m
sido relatados na patogénese de infecgdes bucais por Candida *P41* 29851 0
ion ferro parece atuar modulando o sistema de lactoferrina e Iisozima, alterando
o ritmo de crescimento das células epiteliais ou reduzindo a fagocitose e
produgdo de anticorpos '*°. Hipovitaminoses podem determinar alteragdes na
formacio de células epiteliais e redugdio da exfoliagdo, favorecendo a aderéncia
dos fungos .

Em pacientes com AIDS, a candidose bucal ¢ a complicagiio mais
freqientemente observada !'21883232B1T20LIBBIS TYIENDA er al. P

{1989}, examinaram a prevaléncia de leveduras na boca de 10 pacientes

infectados pelo HIV (estagio precoce), demonstrando que a saliva continha
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niveis elevados de leveduras, atingindo média de 10° ufe/mL., comparado com
menos que 1,0 x 10° nos controles. FRANKER ef af. ™ (1990} encontraram
80% de leveduras isoladas de 54 pacientes soroposttivos para HIV. (. albicans
tor 1dentificada em 81% desses pacientes e . parapsilosis, C. tropicalis e
C. glabrata em 16% do total 1solado.

Candidoses bucais podem representar um sinal clinico da presenga
de doencas graves, principalmente em pacientes tmunodeprimidos, como
aidéeticos, transplantados e idosos. Embora seja a infec¢do micdtica de maior
ccorréncia na boca e geralmente com pouca gravidade, pode disseminar-se e

gerar o quadro de candidose sistémica 2724

2.3.2 Aspectos clinicos das candidoses bucais

Diversas formas clinicas de candidose tém sido relatadas na
cavidade bucal ¢ HOLMSTRUP & AXELL '™ (1990) com base nas
manifestaces clinicas observadas, sugeriram a classificacdo presente no

Quadro 2.
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Quadro 2 - Classificagdo das candidoses bucais baseadas nas manifestagdes
clinicas.

CANDIDOSES LESOES ASSOCIADAS
COM Candida
AGUDAS CRONICAS
Pseudomembranosa Pseudomembranosa Queilite angular
Eritematosa Tipo “placa” Estomatite por protese
Nodular (Glossite romboide

mediana

rrr——
_—

i
i

Timseado e HOLMS TRUP & ANBLL 2 (1990).

Na forma pseudomembranosa aguda, as lesGes geralmente
assumem aspectos de placas brancas e cremosas, com localizagdo preferencial
na lingua, palato e bochecha, podendo atingir também, gengiva e assoalho da

9 Ao exame histologico, observa-se tecido necrético, restos alimentares,

boca
leucocitos e bactérias presentes no epitéhio bucal em meio a leveduras e
pseudohifas de Candida, que chegam a wvadir a superficie queratinizada do
epitélio. As camadas mais profundas do epitélio demostram acantose, edema ¢
microabcessos. O comuntivo  apresenta  reacio mflamaténa,
polimorfonucleares, linfocitos e macrofagos *,

Na forma eritematosa aguda, as lesGes caracterizam-s¢ por areas
avermelhadas com bordas mal definidas. Acomete principalmente o dorso da
lingua, com sintomatologia dolorosa e pode estender-se as comissuras labiais e

' Possui caracteristicas histolégicas semelhantes a forma

a faringe
pseudomembranosa, apenas observando-se pseudohifas em menor quantidade e

conjuntivo com acentuada reagio inflamatéria .
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Formas cromicas (pseudomembranosa ¢  eritematosa) sdo
freqiientemente  encontradas em pacientes com  sistema  mmunologico
comprometido ou que utilizam corticosterdides inalaveis. As lesdes tipo
“placa” caracterizam-se pela presenca de placas brancas, geralmente firmes e
persistentes, envoltas por eritema com focahizagdo preferencial no 1abio, lingua
e bochecha '**. A candidose nodular crénica, caracteriza-se pela formagio de
papulas ou nédulos. Histologicamente essas formas cronicas sdo caracterizadas
pela presenca de pseudohifas na superficie do epitélio *>'*.

C. albicans e outras espécies de Candida, sdo freqiientemente
woladas de lesdes como queilite angular, estomatite por protese e glossite

16,19,242 356,358

romboide , porém a eticlogia dessas infecgdes € discutida e

acredita-se que seja decorrente de assocta¢do microbiana com leveduras
44 113,143 167 242,321

A candidose mucocutanea crnica ¢ uma doenga rara com
manifestagdo grave e constitur um grupo de desordens heterogéneas, associadas
a deficiéneias mmunoldgicas, endderimas e metabolicas. Apresentam carater
crénico ¢ recidivante e 5o caracterizadas por infecgéo superficial por Candida
na cavidade bucal, pele ¢ unha *'25!1H R0

A candidose mucocutinea cronmica tem micio geralmente com
lesGes pseudomembranosas podendo, eniretanto, apresentar caracteristicas
huperplasicas. A lingua pode tornar-se alargada, com fissuras e nodulos
hiperplasicos nas bordas laterais. Candidose bucal € observada e mais de
90% dos casos e possuem caracteristicas histopatoldgicas semelhantes as
52

candidoses bucais crdnicas A candidose mucocutinea cronica pode

eventualmente estender-se para faringe, laringe e esofago e raramente para as

visceras 'V,
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2.4 Mecanismos de patogenicidade de Candida albicans

O termo patogenicidade pode ser definido como a capacidade de
um microrganismo causar doenga, em conseqiiéncia da interagdo entre parasita
¢ hospedeiro. Para EISENSTEIN 7 (1987), o sinal de um parasita
bem-sucedido ndio ¢ apenas a sua habilidade para causar doenca, mas
preferivelmente a sua capacidade para sobreviver e multiplicar-se. Fste
concetto ¢ suportado no exemplo de infecgdes por Candida, onde a mais
virulenta das espécies, C. a/bicans ocorre como comensal em humanos, sendo
porém, capaz de invadir e multiplicar-se nos tecidos quando as defesas locais
ou sistémicas estdo diminuidas ',

Os mecanismos que determinam a patogenicidade do género
{andida ndo sdo totalmente esclarecidos. Varios fatores tém sido sugeridos
como capacidade de aderéncia @ mucosa e outras superficies, habilidade em
formar pseudohifas ¢ tubos germinativos, producio de enzimas histoliticas e

secregdo de substancias semelhantes as endotoxinas /103103240

2.4.1 Aderéncia

A capacidade de aderéncia de uwm microrgamsimo é considerada
como o mecanismo wicial de colonizagdo e desenvolvimento de infecgio no

3.5 3 Ve 2 k13! ~ .
103134156, 195.268.277.308 A adasio de leveduras & mucosa bucal ocorre

hospedeiro
provavelmente pela interagdo entre adesinas do microrganismo ¢ receptores das
células epiteliais da boca. Na (. albicans, manoproteinas, glucano, quitina,
proteinas da parede celular e lipideos, sdo possiveis adesinas **. Ainda ndo

estiio claramente determinados os receptores teciduais para as adesmas, porém
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moléculas de fibronectina, fucose, lipideos, manose, N-acetilglicosamina,
mucinas, lamininas e colagenos sio considerados por alguns autores 7'+196.152

Viarios estudos relatam que C. albicans possui mator capacidade
de adesiio as células da mucosa e outras superficies em relacdo as demais
espécies, sendo tal fato relacionado diretamente com sua patogenicidade
58.70,156,205 347

Mucosa dorsal da lingua de ratos recém-nascidos mantida em
cultura for infectada com C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, (. parapsilosis
e (. guilliermondii. C. albicans foi a tmca espéeie capaz de invadir todos os
tecidos, inclusive o estrato cémeo ', Examinando a capacidade de aderéncia
as células epiteliais bucais e vaginats de sete espécies de Candida in vitro,
KING ef al. ° (1980), demonstraram que C. albicans aderiu em quantidade
significantemente maior que as outras espécies. Em coagulo de fibrina,
(. albicans apresenta acentuada adesfio, enquanto menor aderéncta € verificada
com C. guilliermondii, C. krusei ¢ C. glabrata *”.

Fatores diversos podem interferir nos mecanismos de adesio de
Candida e sua variagdo ndo ocorre apenas por diferengas na viruléncia entre as
amostras, mas outras propriedades do microrganismo ou do hospedeiro do qual
ele foi isolado, podem ser responsaveis pela patogenicidade '**!3199.298.308
GHANNOUM et al. ™ (1988) observaram que (. albicans possui menor
aderéncia as células epitehiais bucais de pacientes com cancer do que
individuos  saudaveis, provavelmente porque os métodos terapéuficos
provocaram mudangas na superficie das células, afetando seus sitios
receplores.

RAY e al. *® (1984) observaram aderéncia de Candida aos

queratinocitos e as células mucosas e sugenram que a aderéncia as células
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epiteliais fornece estimulo a transformagdo micelial. McCOQURTIE &
DOUGLAS #'* (1984), demonstraram que amostras de (. albicans isoladas de
infecgdes da cavidade bucal s3o mais virulentas para camundongos e aderentes
as células bucais humanas, quando comparadas com amostras de portadores
assintomaticos. KING er al. P° (1980) e KEARNS e af. ™ (1983,
observaram que a aderéncia as células epiteliais da mucosa ¢ afetada pelas
condigdes de crescimento do fungo e pela variabilidade das células epiteliais.

A temperatura de crescimento dos fungos também parece
mfluenciar na sua adesdo e viruléncia. Células de C. albicans que cresceram a
temperatura ambiente sfo mais virulentas para camundongos quando
comparadas com aquelas incubadas a 37°C V.

Dos fatores que podem influenciar a adesdo de Candida,
KENNEDY & SANDIN ™Y (1988) consideram importante o meio de cultura
utihzado, uma vez que a aderéncia do microrgantsmo ¢ diretamente dependente
das condi¢Ges nas quais as células crescem. Os autores sugerem que este fato
pode explicar as discrepincias na literatura referentes a natureza bloquimica
dos componentes de superficie responsaveis pela adesfio da levedura. A alta
diversidade genética de C. albicans também pode aumentar sua capacidade de
aderéncia e conseqilentemente de infecgdo . SLUTSKY er af. ™ (1987),
relataram que amostras patogénicas de (. albicans mudaram a morfologia da
* coldnia de branca para opaca, quando cultivadas a 25°C. KENNEDY et af, !
(1988), demonstraram que colbnias brancas eram significantemente mais
adesivas as células epiteliais bucais do que as opacas. A percentagem de
células epiteliais bucais com wma ou mais células de C. albicans aderidas fo
aproximadamente 90% e 50% para os fenOtipos branco € opaco,

respectivamente,
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Uma relagdo direta entre a composigdo da superficie celular,
aderéneia e wviruléncia de (. albicans foi proposta em estudos por
McCOURTIE & DOUGLAS " (1984). Amostras da levedura foram capazes
de sintetizar wma camada de superficic fibrilar em resposta a altas

43 Y M 3
WL e esta modificagio demonstrou

concentragdes de aclicar no meio
aumento de adesdo as células epiteliais bucais ¢ na wviruléncia para
camundongos. Neste sentido, essas alteragbes devem ter importdncia i1 vivo,
principalmente em mdividuos com dieta rica em carboidratos. Além disso, as
fibrilas representam apéndices semelhantes as fimbrias bacterianas, cuja
presenca ja foi relatada por GARADINER e al. ™ (1982).

A expressdo de superficie fibrilar pela Candida | provavelmente
confira-lhe protecdo 4 fagocitose . O principal constituinte antigénico da
parede celular de C. albicans ¢ uma manoproteina, produto que poderia inibir a
morte intercelular da Candida, mterferindo no sistema mueloperoxidase dos
fagocitos 8 Egte constituinte também é capaz de interagir com proteinas
salivares ou mucina °°. Por outro lado, SEGAL er af. ™7 (1982) e
DOUGLAS ™ (1987), sugeriram que a quitina, tocalizada mais internamente na
parede celular de Candida, pode estar envolvida no processo de adesfio.
Extrato soluvel de quitina, extraido de (. albicans imbiu a adesdo da levedura
a mucosa vaginal de camundongos .

Ha evidéncias de que inferagdes hudrofobicas sdo provavelmente

39.1€ : -
B9.196220  nois podem excrcer uma

importantes na adesdo de leveduras
contribuicio co-adesiva 1.

O vpapel da saliva na adesfo de leveduras ainda ¢ pouco
conhecido, Sugere-se que essa adeso seja mediada pela existéncia de

: : F8,213.236, 290,294 36 v
componentes especificos presentes na saliva ou no soro “*HAFANIN Ey
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células epiteliais bucais pré-incubadas com saliva, ocorre maior aderéncia de
C. albicans O-P4HEIRI0IN Y AQH AS ef al. *® (1992) obtiveram aumento de
adesdo da levedura na presenca de componentes salivares e sugeriram que a
pelicula adquirida deve desempenhar importante papel na colonizagdo das
superficies de proteses. Outros estudos, no entanto, admitem que a saliva pode

diminuir, 1nibir ou ndo afetar a aderéncia de . albicans a essas superficies
160,212,214.204

2.4.2  Producdo de tubo germinativo e pseudohifas

As leveduras do género Candida podem apresentar-se em trés
aspectos morfologicamente distintos; leveduras ou blastésporos, hifas e/ou

pseudohifas e clamidosporos 2. Tanto a forma de leveduras como hifas podem

103,187, 217,319 320

causar infecgdo , sendo a forma de pseudohifa comumente

- 4 Oy
encontrada nas lesdes V8192246320 - A el

acdo entre forma miceliana e infecgéio
umplica no fato de que as pseudohifas sfo mais resistentes do que as leveduras
a fagocitose por neutrofilos, penetrando com maior facilidade os tecidos,

provavelmente pela atividade fosfolipdsica concentrada em suas extremidades

F33,118.320

C. glabrata ndo produz pseudohifas ou hifas verdadeiras *'; no

entanto, em candidoses bucais, ¢ a mais freqientemente isolada depois de

(. albicans, sendo também relatada como agente etioldgico em endocardites e

fungemias sistémicas 3,23.86,93,163,185,247.278

Outro fator implicado na viruléncia de . albicans ¢ a sua

capacidade em produzir tubo germinativo; estrutura que aumenta a sua

135,326

. ~ - 4 o N For * RN "3‘} =
capacidade de aderéncia as células epiteliais bucais , ao acrilico " ¢ a
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pele **. Também propiciam aumento da habilidade invasiva as células do
hospedeiro ' e parecem ser relevantes na indugdo de candidose bucal  em
ratos *,

Sugere-se também, que haja correlagio enfre germinagio e
aumento de aderéncia de C. albicans nas células epiteliais da boca, uma vez
que a intbicdo da germinagdo da levedura pelo uso de drogas, resulta em

. - S A * . '5
diminuigdo da aderéncia "%+,

2.4.3  Producio de enzimas

A atividade enzimatica ¢ considerada importante na

patogenicidade de C. albicans, provavelmente facilitando sua invasio ao

1237343 140 142,217 311

epitélio bucal humano ¢ de animais

PUGH & CAWSON ** (1975), através de métodos citoquimicos,
demonstraram a presenga de lisofosfolipase e fosfolipase A, em blastosporos,
pseudohifas , membranas e parede celular de C. albicans. Amostras de
C. albicans que revelaram maior atividade fosfolipasica, aderiram-se
fortemente as células epiteliais bucais e apresentaram maior patogenicidade
para camundongos >,

Detectada por REMOLD ef al. ¥ (1968) em amostras  de
(. albicans, a proteinase € capaz de degradar 1gA secretoria e sérica presente
na saliva, podendo essa degradagdo ser facilitada nos sitios onde ha elevada
concentragdo de carboidratos ¢ fluxo reduzido de saliva. Os provavers efeitos
protetores destes anticorpos ficariam diminuidos na presenc¢a de amostra do
microrganismo capaz de produzir proteinase 22, Além disso, KAMINISHI
148

et al. ™" (1988), descreveram producdo de protemase pela C. albicans com
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capacidade de degradar colageno, sugerindo que as amostras produtoras de
proteinase sdo mais invasivas.

Amostras de . albicans produtoras de proteinase apresentam
maior capacidade de adesiio ¢ invasdo as células epiteliais ***'. GHANNOUM
& ABU-ELTEEN '™ (1986) estudaram a relagdo entre a produgio de
proteinase, com aderéncia ¢ patogenicidade de amostras de (. albicansy,
as células epiteliais bucais de camundongos e verificaram que das 53 amostras
utitizadas, todas eram produtoras da enzima e apresentavam habilidade de
adesfio as células. Maior guantidade de proteinase era produzida pelas
amostras com maior capacidade de adesdo e eram mais patogénicas parta
camundongos quando inoculadas endovenosamente. BORG & RUCHEL *
{1988) também verificaram maior capacidade de adesdio ao epitélio bucal,
in vitro, por amostras de Candido produtoras de proteinase. Segundo os
autores ' (1990) amostras de Candida altamente produtoras da enzima podem
germinar no interior de macréfagos, levando-os 4 destruigio.

FEm candidoses vaginais, a proteinase também ¢ considerada
importante fator de patogenicidade. CASSONI ef al. 1 (1987) compararam a
produgio de proteinase in vitro por amostras de C. albicans isoladas de
pacientes sadias ¢ pacientes com candidose vulvovaginal ¢ observaram que as
amostras isoladas de pacientes com candidose vaginal produziam muito mais a
enzima do que as isoladas de portadoras sadias.

A presenca da enzima condroitin-sulfatase e hialuronidase em
leveduras do género Candida, foi pesquisada pela primeira vez por
CHATTAWAY ef ol. *° (1971), embora nfo tenham sido detectadas em seus
estudos. Produciio de hialuronidase foi observada em 50% das amostras de

(. tropicalis ¢ C. guilliermondii; em 44, 4% de C. parapsilosis e em 16,6% de
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€ krusei '*. O autor também relata produgio de condroitin-sulfatase em S0%
das amostras de C. tropicalis e C. guilliermondii, T1% de C. parapsilosis ¢

100% em (. krusei.

2.44 Producdo de toxinas

Determinadas caracteristicas da candidose experimental levaram
HENRICI " (1940) ¢ SALVIN 29 (1952) a considerar a possibilidade de
C. albicans produzir endotoxina. CUTLER ef af. ® (1972) relataram
componentes toxicos contendo carboidratos (manose e glicose) e proteina,
originados da parede celular de (. albicans, que eram letais para camundongos
e embrides de galinha.

Endotoxinas isoladas de Candida sfio letais para camundongos

4 ¢ produzem eritema em pele de coelbos

quando mjetadas endovenosamente
e cobaios '™, Extrato solivel liofilizado de . alhicans, livre de células,
provoca dermatite experimental em animais, semelhante 3 observada em
humanos **. Injecdes com sobrenadante de culturas de €. albicans isento de
células, aumenta a atividade mitética do epitélio bucal de ratos **®,

IWATA ' (1975) isolou e caracterizou uma endotoxina, a
canditoxina, de natureza proteica, alto peso molecular, localizada no cttoplasma
da levedura e que era detectada nos rins dos animais que morriam 12 a 14 dias
apos a inoculagfio desse microrganismo. A a¢fio principal da canditoxma parece
estar relacionada com a liberacio de histamina dos mastdcitos.

A produciio de substancias protéicas denominadas fatores killer

siio secretadas in vitro por varias amostras de Candida e possuem efeito
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antibiotico, semelhante as bacteriocinas, para outros fungos e varias bactérias,
sendo consideradas também como fator de viruléncia *’,

O fendmeno killer for descoberto em cepas da levedura
Saccharomyces cerevisae e posteriormente verificado em varios outros géneros
como Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula e Torulopsis . S8o
classificadas em killer as leveduras que produzem foxinas letais, mas sdo
resistentes a esta toxina, em neutras aquelas que ndo produzem a toxina, porém
sdo resistentes ao fator kiler e em sensiveis as leveduras que morrem na
presenca desta toxina **%.

O mecanismo de agdo destas toxinas em leveduras sensiveis
ocorre em nivel de membrana citoplasmatica, acarretando um aumento da
permeabilidade, com perda de ions potassto, intbigdo do transporte ativo de
aminoacidos e acidificagio do interior celular, levando a célula a morte 7%,

O fendmeno killer pode ser atil para verificar a origem ¢
disseminagdo de determinada amostra de Candida ¢ como marcador

.. e . . . . 09y 25
epidemiologico de leveduras, bolores e actinomicetos *'7,
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2.5 Saliva

Cerca de 90% da secregio salivar é produzida por trés pares de
glandulas salivares maiores: pardtidas, submandibulares e sublinguais. O
restante € derivado de glandulas salivares menores, localizadas pela cavidade
bucal, exceto gengiva e por¢io anterior do palato duro '*'.

Saliva serosa e mucosa compde os produtos de secregdo das
glandulas salivares. A saliva serosa ¢ aguosa, rica em proteinas, estando sua
secrecdo relacionada a estimulos. olfatdrio, gustatério e mastigatorio. A saliva
mucosa contém glicoproteinas altamente viscosas € sua secregdo independe de
estimulos conhecidos **. A natureza do estimulo que desencadeia a agio dos
nervos simpatico € parassimpatico, define a quantidade ¢ composigio da

w7

saliva A presenga de saliva normal em quantidade e qualidade ¢

g ( "
M9 A caliva pode ser

indispensavel para a homeostase da boca
considerada uma mistura de fluidos bucais, também incluindo restos
alimentares, células epiteliais, fluido gengival e microrganismos *,

A saliva desempenha importante papel na fisiologia orofaringeana,
na digestio e na protecdo das células gastricas. Na cavidade bucal, a saliva
participa dos processos de mastigagdo, fala, degluticdo, sensibilidade gustativa,
lubrificacio dos tecidos, manutengido do pH, himpeza mecdnica de residuos
alimentares e carboidratos, maturagdo pos-eruptiva do esmalte, regulagio do
balango 16nico nos processos de remineralizacio do esmalte, deposicio da
pelicula adquirida e limitagdo da difusdo de acidos %0291,

O controle da microbiota pela saliva ¢ realizado principalmente

pela producdo de substincias antimicrobianas ">, Varias espécies de bactérias
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bucais sdo agregadas pela saliva humana e pelas glicoproteinas salivares de alto
peso molecular #1063

A mucina, glicoproteina de alto peso molecular, ¢ um importante
modulador da microbiota bucal, pois alguns microrganismos possuem
receptores especificos para a mesma 2. Aproximadamente 70% das mucinas
sdo secretadas pelas glandulas salivares menores e o restante pelas
submandibulares ¢ sublinguais. Contribuem para manter a integridade da
mucosa, devido a sua baixa solubihdade, alta viscosidade, elasticidade ¢
aderéncia. Fornecem barreira efetiva contra a dessecagdo do tecido bucal,
protecdo da mucosa contra a agfio de proteases produzidas por microrganismos
e por leucocitos polimorfonucleares em 2332 () controle da permeabilidade
das superficies mucosas também € desempenhado pelas mucinas, que imitam a
penetracio de agentes irritantes e toxinas presentes nos alimentos “*,

A lisozima causa lise de células bacterianas, pela ligagiio a sua
superficie celular ¢ interacio com anions salivares ¢ bicarbonato. Essa
combinacio acarreta danos 4 membrana celular pela provavel ativacio de
autolisinas 2" A lisozima também inibe o crescimento ou reduz a incorporagio
de glicose e producdo de dcido latico por algumas bactérias **,

A lactoferrina possui agfio efetiva contra bactérias que requerem
ferro para seu metabolismo. A proteina se liga ao ferro, impedindo o
microrgamsmo utiliza-lo como nutriente essencial. Por outro lado, ha bacténas
que digerem a lactoferrina e a utilizam como fonte de ferro ™™,

A peroxidase salivar atua pelo sistema de oxidagfio de ions
tiocianato pelo peroxido de hidrogénio, gerado por bactérias bucais,
produzindo hipotiocianito e acido hipotiocianoso, potentes antibacterianos que

afetam o metabolismo dos microrganismos >,
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Polipeptideos ricos em histidina presentes na saliva da pardtida,
possuern acdo antifungica, sendo capazes de imibir o crescimento de
(. albicans in vitro e possivelmente exercam a mesma efetividade in vivo 2*°,

A IgA salivar ¢ capaz de intbir a aderéncia, neutralizar
MICTOrganismes e suas toxmas, e representa agente efetivo na inibicdo da
transmissdo do HIV € outros virus como o da Herpes simplex "' oA
salivar parece exercer também, inibigfio na aderéncia de . albicans ds células
epiteliais bucais ™. Por outro lado, as proteases produzidas por algumas
gspécies de Candida sdo capazes de chlivar mmunoglobulinas, incluindo IgA,

sendo esta clivagem facilitada em sitios com redugfo do fluxo salivar 270%%2.

2.5.1 Xerostomia

O termo “xerostomia” refere-se 4 queixa ou sensagdo de boca
seca, embora também possa significar a diminuigfio efetiva do fluxo salivar *
Quaisquer alteragbes na cavidade bucal que levem ao estado de xerostomia,

3 .
74243 o desta forma

podem bloquear mecanismos de primeira linha de defesa
facilitar o desenvolvimento de candidose bucal.

A xerostomia pode produzir ressecamento da mucosa bucal,
fissura na lingua e labios e freqiientes ulceracdes. A falta de fubrificacao resulta
na aderéncia da lingua ¢ bolo alimentar & mucosa bucal ou superficie de dentes
121

¢ proteses, dificultando a mastigagdo, degluticio e fonagdo . A incidéneia de

carie ¢ dificuldade na utilizagdo de proteses totais também tem sido relatado
41,72.81,108,121,135,201 250,352

Viarios fatores podem predispor & xerostomia em humanos, como a

sindrome de Sjogren, aplasia glandular, uso de medicamentos, radioterapia de



cabega e pescogo, idade avangada, doengas locais e sistémicas entre outros
72,74.108,121,202,206,219,249,253,325
A xerostomia representa importante condigdo predisponente a

prevalénca e infecgdes por leveduras do género Candida nas mucosas da boca

36.44,76.77,120,131,210,231 276,306,333

2.5.2 Sialoadenectomia em animais experimentais

Em ratos e hamsters estd bem estabelecido que a sialoadenectomia
¢ seguida de aumento na ocorréncia de caries *107172198.223.304.313.316.357

BOWEN et al. * (1988) relataram microbiota acidogénica com
elevada  wviruléncia, inchundo  Streptococcus  sobrinus  em  ratos
sialoadenectomizados, a qual era transmitida rapidamente quando esses animais
eram colocados nas mesmas gaiolas com animais normais, passando a
desenvolver maior nimero de caries de superficies lisas. MADISON ef af. '’
{(1990) também verificaram que anumnats xerostbmicos apresentam maior
transmissibilidade de amostras cariogénicas de S, sobrinus, do que ratos
HOTMAats,

EDGARD ef al. 7 (1981) verificaram rapido desenvolvimento de
caries em macacos apos irradiagdo das glandulas salivares, semelhante ao que
acontece em pacientes sob as mesmas condigdes e admitiram que a destruigo
dos dentes pbservada, ocorreu principalimente pela redugio do fluxo salivar.

ITO 2 (1990) estudando os efeitos da xerostomia nas estruturas
bucais do rato, ndo verificou qualquer modificagdo na mucosa do grupo
sialoadenectomizado e na quantidade de placa dental nos dentes molares. No

entanto, observou maior incidéncia de caries ¢ diminuigo na placa bacteriana
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nos dentes mncisivos inferiores desses animais, quando comparados aos
controles.

Ratos sialoadenectomizados mostraram maior incidéncia de
carcinomas espinocelulares na cavidade bucal, apés aplicagdes de oxido de
nitroquinolina (4NQO), em relagdo aos normais

A xerostomia produzida experimentalmente parece favorecer a
permanéncia de espécies do género Candida na cavidade bucal de animais.
JONES & ADAMS "7 (1970) ndo observaram diferenca na incidéncia de
candidose em ratos, cuja xerostomia foi1 induzida com o uso de hioscina. Placas
acrilicas maxtlares inoculadas com C. albicans, foram inseridas em macacos
que frveram o fuxo salivar reduzido com imjegdes de oxifenciclimina. Apos
uma semana esses animais apresentaram lesdes no palato mais extensas ¢ com
regressdo mais lenta em relagdo ao grupo controle, sugerindo que a saliva
poderia exercer algum efeito protetor, impedindo a colomzagio de C. albicans
na superficie de proteses *°,

MEITNER ef al. *'7 (1990) estudaram a infecgdo por C. albicans
na boca e esGlago de ratos com fluxo salivar reduzido e obtiveram uma
quantificacio de leveduras significantemente mator nos tecidos desses animais
em relagdo aqueles com fluxo salivar normal. No mesmo trabalho, os autores
observaram que a transmissibihdade da infecgdio ocorreu mais rapidamente
entre ammais com fluxo reduzido de saliva.

JORGE ' (1991) relatou a incidéncia de candidose na lingua, em
70% dos ratos xerostomicos ¢ em 20% dos ratos normais, apos 3 inoculacdes
de 10% células de C. albicans em dias consecutivos, sugerindo que a xerostonua
tacilitou a permanéncia e a colonizagdo do epitélio pela levedura. JORGE ef af.

MW recuperaram  maior nimero de C. albicans da boca de ratos
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sialoadenectomizados e relataram mator mcidénecia de  candidose nesses
animais.

A permanéneia de espécies de Candida em animais com
xerostomia também foi estudada por TOTTI er al. ™ (1996), apés 4
inoculacdes bucais consecutivas de 10% células de 5 espécies do género.
(. albicans foi a timca espécie recuperada em maior quantidade da boca de
ratos xerostomicos em relagdo aos normais, permanecendo superior até 30 dias
da ultima noculagio.

Embora pouco conhecido o papel da saliva no mecanismo de
adesdo de leveduras as células bucais, admite-se que ela participe na
manutengdo do equilibrio ecoldgico bucal, podendo prevenir aderéncia

microbiana por meios mecinicos, imunologicos e humorais 2%,

2.6  Modelos experimentais para estudo de candidose

Modelos  experimentais  utilizando camundongos "7,

267 9:4,266.273 305 42.43.46,245 -

gcoelhos 7', ratos , cdes € macacos 1a foram utilizados no
estudo da candidose,

Nas candidoses bucais, o rato tem sido wm modelo experunental
bastante utilizado, inclusive para avaliar as influéncias de fatores locais e
sistémicos que predispdem a infeccdo. ADAMS & JONES * (1971) inocularam
{_. albicans na cavidade bucal de 30 ratos ¢ observaram ¢ desenvolvimento de
infeccdo em 5 amimais, a qual ocorren principalmente na crista gengival,
alterando o grau de gqueratinizagdo do epitélio, com discreto envolvimento do
conjuntivo. JONES & RUSSEL '* (1974) relataram a incidéncia de candidose

na mucosa da lingua em 55% dos ratos inoculados com C. albicans durante 22
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semanas. JONES ef al. ' (1976) demonstraram histologicamente infeccio em
15, 40 ¢ 20% dos ratos em 6, 9 e 12 meses de inoculagbes semanais de
(. albicans, respectivamente,

Em ratos moculados com (. afbicany durante 40 semanas, a
presenga de candidose foi observada principalmente na porgio mediana do
tergo posterior da lingua, com aspectos clinicos ¢ histolégicos similares a

" (1988) obtiveram lesdes

glossite romboide mediana ®. ALLEN ef al.
clinicamente visivets na lingua de 17 ratos inoculados com C. albicans durante
20 semanas. Os anmimais foram divididos em 2 grupos: 8 animais receberam 20
mg/kg/dia de cetoconazol por 2 semanas e 9 animais ndo receberam tratamento.
Nos antmais {ratados, todas as lesdes regrediram, enquanto apenas 2 ratos do
grupo controle apresentaram regressio das lesdes. Os autores sugerem que as
alteracdes epitehais causadas pela inoculagfio da levedura por 20 semanas sdo
reversiveis,

ALLEN & BECK 7 (1987) isolaram 16 amostras de C. albicans de
pacientes com candidose e ag inocularam na boca de ratos durante 16 semanas.
Seis amostras demonstraram habilidade de produzir lesio no dorso da lingua,
com incidéncia em 5% dos ratos em 3 amostras, 10% em uma, 15% em uma e
60% com uma. As outras 5 amosiras apresentaram pseudohifas na queratina,
mas sem alteracdes no epitélio ¢ as outras 5 amostras ndo produziram
candidose.

Através da inoculacio de . albicans por 3 dias alternados,
FISKER ef af. ¥ (1982) observaram alta incidéncia inicial de infecgdo, seguida
de rapido declinio apos 5 semanas da primeira inoculagio. A penetragdo de
pseudohifas no interior do epitélio foi observada em 33% dos animais e 0s

locais mais freqiientes de infecgdo foram a gengiva marginal (98,8%), a mucosa
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do sulco bucal e lingual e a lingua. Os autores relacionaram a alta seletividade
de adesdo as caracteristicas do epitélio, & presenga e A natureza da queratina..

SHAKIR et al. *'' (1983) testaram a habilidade de . albicans
sorotipos A ¢ B, C. tropicalis e C. glabrata em produzir candidose no palato
de rato, . albicans sorotipo A produziu consistente candidose, enquanto que o
sorotipo B somente produziu em 2 dos 5 anmmais testados, indicando diferenca
de patogenicidade entre os dois sorotipos. (. tropicalis e C. glabrata nédo
induziram alteragdes no palato sob as condigdes testadas, colonizando a
mucosa apenas na presenga de placa acrilica.

SHAKIR ef al, °'* (1986) produziram candidose no palato de ratos
portadores de placa acrilica no periodo de 2 semanas ¢ observaram
histologicamente que com a remogdo das placas havia completa resolugio da
lesdo, podendo a amostra de . albicans, no entanto, ser recuperada.
Recolocando as placas apds o periodo de recuperagfo, sem imocular (.
albicans, candidose reaparecia no periodo de 2 semanas.

Qutro modelo experimental utilizado para estudo de candidose € o
camundongo, uma vez que sua microbiota bacteriana € conhecida ¢ restrita a
menos de 20 espécies . Além disso C. albicans ndo faz parte da microbiota
bucal deste animal '’ Grande parte dos estudos neste modelo, referem-se a
patogenicidade de Candida.

HASENCLEVER '™ (1959) verificou que camundongos sdo
altamente susceptivets a inoculages intravenosas de . albicans. C. tropicalis
demonstrou  alguma letalidade; . parapsilosis e . stellatvidea nio
produziram morte nos animats, enquanto que . guilliermondii, C. krusei e

C. pseudotropicalis nio tinham efeitos letais sobre camundongos.
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Em 1957, MANKOWSKI *7 verificou que injecdes intravenosas
com 10° células de Candida, provocaram a morte de camundongos na seguinte
ordem de viruléncia: C. albicans, C. stellatoidea e C. tropicalis. Qutras
espécies testadas como C. krusei ¢ C. guilliermondii, ndo foram letais quando
admmistradas por essa via.

HASENCLEVER & MITCHELL ' (1961) verificaram que
(. tropicalis é patogénica para camundongos, quando inoculada por wvia
endovenosa. HURLEY & WINNER '? (1962) confirmaram a patogenicidade
desta espécie para camundongos quando todos os animais testados morreram
dentro de dez dias com lesBes no cérebro, coragdo e rins, apéds moculacio
intravenosa. FROMTLING er af. ® (1987) estudaram a patogenicidade de
amostras de (. fropicalis em camundongos normais, diabéticos e
neutropénicos. Verificaram que a ordem de susceptibihidade para provocar a
morte ¢ grau de colomizagdo nos orgidos for neutropénicos, diabéticos e
normais, sendo o rim ¢ 6rgdo-alvo para infecgdo, C. tropicalis tem sido mais
virulenta que . albicans em camundongos tmunocomprometidos apos
inoculagiio bucal e gastrointestinal ****%,

Aspectos microbiologicos e histologicos de candidose bucal em
camundongos foi demonstrado por LACASSE ef al. 7' (1990). Os autores
aphcaram . a/bicans com swab na boca de camundongos e observaram a
presenga de candidose de 1 hora a 7 dias apos a inoculagdio. Apds 3 horas, os
autores observaram presenga de tubos germinativos na queratina ¢ os focos de
pseudohifas aumentavam progressivamente, atingindo maximo ao redor de 48

horas. A levedura colonizou a mucosa bucal dos camundongos até 7 dias apds

a inoculagdo.
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Q uso de antibidticos tem sido relatado como um importante fator
predisponente a candidoses bucais, pela supressiio da populagfio bacteriana %,
Ja que a microbiota bucal indigena mibe o crescimento de Candida nas células
epiteliais ©°. Em modelos experimentais, varios estudos sobre a patogénese da
infecgdo por Candida, apos a administragio de antibioticos foram realizados
SBIHIEINIS B candidose experimental do palato em macacos, o tratamento
topico prolongado com tetraciclina resultou em continia proliferagdo de
" albicans ¢ inflamagio mais intensa . RUSSEL & JONES “* (1973)

relataram recuperagdo de (. alhicans em todos os ratos normais 7 ¢ 14 dias

apos ltima inoculagdo da levedura com o uso de antibidticos.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi verificar a recuperagio de
(" albicans e o desenvolvimento de candidose na cavidade bucal de
camundongos normais e sialoadenectomizados, apds uma e quatro

moculagdes de suspensido de C. albicans.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais utilizados

Foram utihzados 404 camundongos (Mus musculus, albinos,
Swiss), machos, pesando micialmente de 25-30g, provenientes do Biotério
Central da UNICAMP, os quais foram divididos em animais normais
{controle) e sialoadenectomizados, de acordo com os experimentos realizados

conforme Tabela 1.

TABELA 1 - Namero de camundongos normais e sialoadenectomizados
utihizados neste estudo, nos diferentes grupos experimentais estudados.

CAMUNDONGOS
: NORMAIS SIALOADE- TOTAL
GRUPOS NECTOMIZADOS

Implantacdo ¢ recuperagio de C. albicans na 20 20 40
cavidade bucal - 01 indculo (swab)
implantagio e recuperagio de . albicans na 20 20 40
cavidade bucal - 04 inoculos (seringa)
Candidose no dorso da lingua - aplicagio de 78 78 156
. afbicans com swab ~ 01 inbeulo
Candidose no dorso da lingua - aplicagio de 78 78 156
£ afhicans com seringa - 04 inGoulos
Coniroles de candidose 06 06 12

TOTAL 202 202 404

Os camundongos foram mantidos em caixas pldsticas

mdividuais, desinfetadas semanalmente com lupoclorito de sodio a 2,5%. As
¥ A
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mamadeiras ¢ bicos foram autoclavados em intervalos de 7 dias € os animais

foram alimentados com ragio comercial Labina (Purina) e dgua ad libifum,

4.2  Pesquisa do género Candida na cavidade bucal

dos camundongos

Antes da inoculagdo, a presenca de leveduras do género
Candida foi verificada na cavidade bucal de todos os animais. Duas coletas
foram realizadas com intervalo de uma semana, utilizando-se wn mini-swah
estertlizado, com movimentos delicados e giratorios, o material fo1 coletado
da cavidade bucal. Imediatamente apés, o material foi semeado em placas de
Petri, contendo 4dgar Sabouraud dextrose (Difco) com cloranfenicol
{Quemiceting Succinato, Carlo Erba - 0,1mg/mL de meio) ¢ incubado a 37°C
durante 48h.

Apb6s a incubagdo, foi observado se havia crescimento de
colonias caracteristicas de Candida, cujas colOntas tipicas se apresentavam
com formato esférico, b'ranc.o—foscas, aparéncia de porcelana, didmetro entre
4 a 8 mm e odor caracteristico. Dessas coldnias e também daquelas que néo
apresentavam morfologia caracteristica , foram feitos esfregagos, corados
pelo método de Gram, observando-se em microscopia de luz, células
ovaladas, grandes, Gram-positivas, com ou sem brotamento,

O mesmo procedimento fo1 repetido para os animats
sialoadenectomizados, 7 e 15 dias apds a cirurgia, para constatar se a mesma
ndo favoreceu a umplantagio de Candida na cavidade bucal dos

camundongos.



4.3 Sialoadenectomia

A obtengdo de xerostomia foi feita baseando-se na técnica de
CHEYNE *7 (1939), modificada. Os camundongos foram anestesiados com
solugdo de 20 mg de cloridrato de dihidrotiazina (Rompum, Baver) e 50 mg
de cloridrato de cetamina (Ketalar, Parke-Davis) para cada 100 g de peso do
antmal, Apos tricotomia ¢ anti-sepsia com alcool 1odado a 2% na regifio
cervical, foi realizada incisdo de aproximadamente 3 cm, o tecido subjacente
foi divulsionado e foram retiradas as glandulas salivares maiores (parotidas,
submandibolares ¢ sublinguais). As pardtidas eram alongadas na diregdo
céfalo-caudal ¢ se estendiam desde a regido do masseter a clavicula, com
prolongamentos na margem ventral e caudal do ouvido externo ¢ inseridos na
drea retroauricular. As glandulas submandibulares e sublmguais sdo
proeminentes e ficam situadas na regido mfra-hidide, estendendo-se até o
mantibrio, separadas por uma discreta camada de tecido conjuntivo, cuja
aderéncia assume aspecto macroscopico de um bloco lUnico, o que possibilita
a sua remociio cirurgica simultdnea. Os linfonodos regionais foram
preservados, ¢ prevendo-se possivels hemorragias, as glandulas foram
removidas apds ligadura prévia dos vasos sangitineos de maior calibre que as

Hrigam.
4.4 Amostra de Candida albicans
Foi utilizada amostra de C. albicans (ATCC36801), proveniente

da disciplina de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de

Sdo José dos Campos/UNESP, a qual for mantida em agar Sabouraud
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dextrose (Difco) inchnado. A amostra ¢ produtora de proteinase,
hialuromdase, condroitin-sulfatase e fosfatase, apresentando alta letalidade
para camundongos quando inoculada por via endovenosa . A amostra foi

caracterizada através de toxinas killer como triplet 111

4.5 Implantaciio e recuperacio de Candida albicans na cavidade bucal

dos camundongos

4.5.1 Inoculacio da amostra de Candida albicans

C. albicans foi cultivada em placas contendo agar Sabouraud
dextrose (Difco) de modo a se obter um crescimento macigo, o qual foi
transterido com auxilio de 'a.lf;,a de platina para tubos de ensaio contendo 5 ml
de solugio fisiologica esterilizada (NaCl a (,9%) para obten¢io da
suspensdo, a qual a seguir for centrifugada a 2.000 rotagdes por minuto
{r.p.m.) pelo tempo de 10 minutos. Desprezando-se o sobrenadante, o
sedimento for ressuspenso, repetindo-se o mesmo procedimento. Apds a
lavagem das células, o precipitado foi suspenso em 5mbL de solugdo
fisiologica e fot feita a homogeneizagio da suspensio e o numero de células
viaveis de (. albicans foi calculado. A contagem foi feita em camara de
Neubauer apos coloragdo prévia com azul de metileno a 0,05% % A
padronizacio da suspensdo foi determinada obtendo-se 107 células
viaveis/mL.

Vinte  (20)  camundongos normais ¢  wvinte  {20)
sialoadenectomizados, receberam 04 inoculagtes intrabucais de 0,1 mL da

suspensio de C. albicans em dias segwidos, sem uso prévio de anestésico. O
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inoculo foi realizado com auxilio de seringa de | mL e agulha 30x8, com
ponta-romba.

Vinte {20) camundongos  normais ¢ vinte  (20)
staloadenectomizados, foram moculados com C. albicans com auxilio de um
swab esterilizado que foi embebido no sedimento de 5 ml de suspensdo,
contendo 10° células sendo a quantidade do indculo calculado, pesando-se o
swab anterior e posteriormente & sua colocacdo dentro do sedimento da
suspensdo, obtendo-se valores aproximados de 0,1mg.

Os ammais receberam 01 indeunlo bucal, sendo o palato e
superficie dorsal da lingua, os sitios preferenciais. Apos as inoculagdes os

animais ficaram privados de agua pelo periodo de uma hora.

4.5.2  Recuperaciio ¢ contagem de C. albicans

Apos a admmistragdo dos mndculos, for feita a recuperacio da
cavidade bucal dos animais, em intervalos de tempo de 1, 2, 3, 5, &, 15 dias e,
posteriormente em intervalos regulares de 15 dias até se obter culturas
negativas para a levedura em cada animal.

A quantificagdo de leveduras foi realizada coletando-se saliva
com auxilio de uma “bolinha de algoddo™ previamente esterilizada e pesada.
O algodio foi mntroduzido na cavidade bucal com auxilio de pinga
hemostatica esterilizada e com movimentos suaves, passada pela mesma pelo
tempo de 5 minutos. A seguir, apds nova pesagem, o volume salivar fo
obtido pela diferenga de peso.

O material foi transferido para tubo de ensaio e o volume
foi completado em 2 mL com solugdo fisiologica esterthizada. A suspensio foi

homogeneizada em agitador de tubos (Vortex) por 60 segundos, foram
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obtidas diluigdes decimais até 107 ¢ aliquotas de 0.1 mL foram semeadas em
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, em duplicata, sendo incubadas a
37°C por 48 horas ¢ a seguir por mais 5 dias a temperatura ambiente.

Apos periodo de incubagdio, colonias tipicas da amostra de
Candida, foram contadas em placas que exibiam entre 30 ¢ 300 coldnias.
Nas culturas positivas cuyjas coldnias apresentassem caracteristicas que
denotassem davidas, foram realizados esfregacos corados pelo método de
(Gram para confirmagdo da presenca de leveduras.

A quantificacio de C. albicans foi feita a partir do volume de
saliva coletado e do nimero encontrado de unidades formadoras de coldnias.
Os resultados obtidos nas contagens de colomas {(ufc/mL) foram convertidos

em logaritmos.

4.5.3 Ildentificacio e caracterizaciio das amostras de C, albicans
recuperadas
Em todos os periodos de coleta, placas com colbnias
caracteristicas de Candida, de um amimal normal (controle) e de um
sialoadenectomizado, foram selecionadas de modo aleatorio, para a obtengio
de culturas puras, identificacio e confirmacio da espécie recuperada de

acordo com SANDVEN * (1990), baseando-se nas seguintes caracteristicas:

4.53.1  Formacdo de tubo germinativo
Uma al¢ada de cultura pura de 24 h da leveduwra foi adicionada
em tubo de ensaio (13x170 mm), contendo 0,5 mL de soro esténi de coelho e

incubada em banho-maria a 37°C por 2 a 3 horas. A formagdo de tubo
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germtnativo foi observada em microscopia de luz, colocando-se wna gota de

suspensdo entre lAmmna e laminula.

4.53.2 Producdo de clamidiosporo (clamidoconideos)
Para a verificagdo da producdo de pseudohitas e clamidésporos

tot usado o meio dgar-fuba tween 80 (pH 5.6), com a seguinte constituigio:

Fubad ... 40g

Agar (DIfC0) ... 20g
Tween 80 ... 10 mbL
Agua destilada ... 1.000 mL

O fuba for dissolvido em 800 mL de agua destilada, aquecido
durante | hora em banho-maria, filtrado (filtro Whatman, n.® 40) e deixado
em repouso para decantacio. O agar (Difco) foi fundido separadamente em
200 mL de 4gua destilada e adicionado o tween 80 ¢ o filtrado de fuba. Apos
a distribuicdo em Erlenmeyer de 50 mL, o meio foi autoclavado a 120°C/15
minutos e armazenado em geladeira.

Para a execugdo da prova, o agar-fuba previamente fundido, foi
distribuido em lAminas histolégicas apoladas sobre bastdo de vidro em “U”,
¢olocadas no mterior de placas de Petri esterihizadas. Apés solidificagdo do
agar, cada amostra de levedura a ser testada fo1 semeada em estria finica na
superficie do meito e foi colocada uma laminula no centro da ldmina. Para
evitar uma possivel dessecacio do meio, fot adicionado no fundo da placa
algoddo embebido em soro fisiologico também esterilizado. Este preparado

for incubado por 48 a 72 horas em temperatura ambiente, quando entdo foi
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feita a leitwra em microscopta de luz, observando-se a presenca de

clamidésporos, pseudohifas ¢ blastoconidios.

453.3 Fermentagio de carboidratos (Zimogramaj

Para a realizagdo da prova for utilizado o meio caldo vermelho
de fenol (Difco) distribuido em tubos de ensato, com tubos de Duhran em seu
interior € autoclavados a 120°C por 15 minutos. Cada agucar (glicose,
malfose, sacarose, galactose e lactose), esterilizado por filtracdo (filtro
Millipore, GSWP-02500), for adictonado de forma a se obter concentragéo de
1%. Os tubos foram semeados a partir de wma cultura pura de 24 horas da
levedura em agar Sabouraud dextrose. A leitura fot feita apos 48 horas de

incubaciio a 37°C e uma semana em temperatura ambiente.

4.5.3.4 Assimilacdo de carboidratos (Auxanograma)
Para verificagio da assimilagio de carboidratos pelas amostras
de Candida, foi utilizado meio minimo definido quimicamente, com a

seguinte constituigio:

Sulfato de amdmia (Merk) ..o Sg
Sulfato acido de potassio (Sigma) ............. lg
Sulfato de magnésio (Sigma) ...................... 0,5¢
AGar (DIE0) coov oo 15¢
Agua destilada ..ol 1000 mL

O meio foi distribuido em tubos de ensaio (20 ml.), autoclavado
a 120°C por 15 minutos ¢ armazenado em geladeira. Para a execucdo da

prova foi preparada uma suspensdo da levedura em solugdo fisiologica
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esterilizada, com aproximadamente 10” células a partir de cultura em agar
Sabouraud dextrose. Desta suspensiio foi colocado 0,1 mL em placa de Petri
esterilizada. O meio previamente liquefeito ¢ resfriado (45°C) foi vertido na
placa sobre a suspensio da levedura (semeadura em pour plaie).

Apds a solidificagio, discos de filtro previamente embebidos em
solucdo de 10% de glicose, maltose, galactose, sacarose e lactose foram
colocados na superficie do meio a intervalos tegulares de espago. Apods
incubacdo de 72 horas a 37°C, a leitura foi feita pela observagio de halo de
crescimento ao redor do disco de papel, significando que o microrganismo

assimilou aquele agticar como fonte de carbono.

4.5.3.5 Analise e interpretacio das provas

A interpretacdo dos resultados foi feita comparando-se o padrio
mostrado pela amostra antes e apds a recuperagio da cavidade bucal dos
camundongos.

Em microcultivo, a amostra de C. albicans testada apresentava
abundante formacio de pseudohifas, podendo-se detectar hifas verdadeiras e
produgdo de clamiddsporos. Em soro a 37°C, produziu tubo germinativo,
caracteristico. Fermentava a glicose ¢ maltose, ndo ocorrendo o mesmo com a
lactose, sacarose e palactose. Como fontes de carbono, assimilava glicose,

galactose, maltose e sacarose.

4,54  Verificacio do fator killer nas amostras de C. albicans
recuperadas da cavidade bucal dos camundongos
Para a realizacio desta prova, as amostras de . albicans

isoladas previamente e as cepas produtoras de toxinas kifler foram repicadas
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em agar Sabouraud dexirose (Difco), 24 horas antes da execugfo do teste. O
meio de cultura utilizado para realizar o teste, apresentou a seguinte

constituigdo:

Peptona (Difco) ... 10,0 g
Dextrose (ECIBRA) ... 200 ¢
Agar (DIfCOY ..o, 200 ¢
Azul demetileno ... 30,0 mg
Tampdo acido-citrico fosfato ................. 1.000 mL

O meio ajustado em pH 4,5 #0,2 a 25°C, foi esterilizado ¢
distribuido em tubos de ensaio (20 mL). Foi feita uma suspensfio em solugio
de NaCl a 0,85% de cada amostra de (. a/bicans a ser testada com turvagio
obedecendo o mimero 3 na escala de McFarland. Inéculos de 0,1 mlL da
suspensdo foram vertidos nas placas de Petri e a seguir adicionado o meio
descrito, previamente liquefeito e resfriado a 55°C - 56 °C.

As placas foram homogeneizadas ¢ apéds solidificagio, as
leveduras produtoras de toxinas killer foram semeadas por “picada” com
auxilio de agulha de platina . A incubagao foi feita a 25°C por 72 h.

As amostras foram testadas frente as cepas produtoras citadas na
Tabela 2. As cepas s3io procedentes do Departamento de Microbiologia

ICB/USP).
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TABELA 2 - Cepas produtoras de toxmas killer frente as quais foram
testadas as amostras de Candida albicans isoladas da cavidade bucal de
camundongos normais ¢ sialoadenectomizados.

AMOSTRA DO PROCEDENCIA NUMERO K
FUNGO

Hansennla Stumm 1034 ki
Pichia sp Stumm 1034 k2
Hanseruda anomala Um Milano k3
Hansenula anomala CBC 5759 k4
Hansenula anomala Abeam UN 866 k5
Hansemda colifornica Aheam WC 40 k6
Hanseruika caondensis Aheam WC 41 k7
Hansenla dimennae Aheam WC 44 k8
Hansernula mrakii Aheam WC 51 k9

Para a interpretagdo dos resultados de leitura, foram
considerados sensiveis (+), os cultivos que produziram halo de intbigdo em
tomo do crescimento das cepas-padrio e resistentes (-), aqueles que exibiram
crescimento proximo as cepas-padrio. (Figura 1).

Apds a leitura, os resultados da biotipagem foram caracterizados
conforme modelo esquematico proposto por POLONELLI & MORACE #7
{1986), composto por 3 digitos, cada um representando wma combinacdo dos

resultados obtidos no friplet de trés cepas. {Tabela 3).
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TABELA 3 - Modelos de Biotipo killer, segundo POLONELLI &

MORACE *7 {1986)
Atividade do 1%, triplet Atividade do 2° tripler Atividade do 3°. triplet
Leveduras Leveduras Leveduras
Kt | k2 | K3 | Codige | ki k2 | k3 | Cedigo | ki k2 | k3 | Codigo
+ + 4+ i + + + I + + + 1
+ + - 2 + + - 2 + + - 2
+ - + 3 + - + 3 + - + 3
- + + 4 - + + 4 - + + 4
+ - - 5 + - - 3 + - - 5
- + - 6 - + - 6 - + - 6
- - + 7 - - + 7 - - + 7
- - “ 8 - - - 8 - - - 8
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FIGURA 1 - Verificagdo do fator killer nas amostras de C. albicans. A: observa-se halos
de sensibilidade da amostra testada frente aos microrganismos k4, k5, k6, k7, k8, k9 e
crescimento para k1, k2 e k3. A amostra ¢ classificada como biotipo 311. B: maior detalhe
de A, mostrando resisténcia em k2 e sensibilidade em k5.



4.6  Modelo experimental de candidose bucal em camundongos

4.6.1 Inducio de candidose apds uma inoculacio de C albicans na
cavidade bucal de camundongos

Foram utilizados 156 animais, sendo 78 camundongos normais
{controle) e 78 camundongos sialoadenectomizados. Como a infecgdo foi
proposta em varios intervalos de tempo, os animais de ambos os grupos
toram distribuidos em namero de 06 (seis) para cada grupo.

Os animais foram moculados uma dnica vez, na cavidade bucal
com 0,1 mg do sedimento de 5 mL de suspensao de . albicans contendo 10°
células, com auxilio de swab conforme descrito anteriormente, Apos |, 2, 3,
5, 8, 15 e ntervalos de 15 dias da moculagfio até 165 dias, foi coletado
sangue dos animais ¢ os mesmos foram sacrificados. A seguir, foi retirada a
lingua, fixada em formol salino a 10% (formol: 100 mL; NaCl: 85 ¢, 4gua

destilada: 900 ml.) e processada para anélise histologica.

4.6.2 Induciio de candidose apés quatro inoculacdes de C. albicans na
cavidade bucal de camundongos

Foram utilizados 156 camundongos, sendo 78 normais ¢ 78
staloadenectomizados, os quais foram divididos em grupos de 06 animais.

Os animais receberam wm total de 04 inoculos intrabucais, que
foram aplicados durante 04 dias consecutivos, com uso de seringa. Apds a
altima inoculacio, 06 animais de cada grupo foram sacrificados em intervalos
de tempo de 1,2, 3,5, 8, 15 dias e a seguir, em intervalos regulares de 15
dias, até o total de 165 dias. As linguas foram retiradas, fixadas em formol

salino a 10% e processadas para analise histologica.
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4.6.3  Observacdes microscépicas de candidose no dorso da lingua de
camundongos

A candidose for observada nos mesmos  periodos
correspondentes & recuperagdo de C. albicans com 01 e 04 indculos da
levedura, Em cada periodo foram utilizados 06 {seis) animais normais ¢ 00
{se1s) staloadenectomizados.

As linguas previamente fixadas em formol salino a 10% foram
processadas para analise histologica, sendo seccionada longitudmalmente ¢ as
duas porgdes mcluidas em parafina.

Foram obtidos cortes semi-seriados, permitindo andlise da
porcdo central, lateral e da borda da lingua (designados respectivamente,
regides A, B e C). Os cortes obtidos de 5 um foram corados pelas técnicas de
Hematoxihina-Eosma (H & E), acido periddico de Schiff (P.A.S.), com fundo
de hematoxilina e Gomort-Grocott.

A presencga de candidose foi verificada por toda a extensio da
lingua nos 6 (seis) cortes obtidos de cada animal. A descri¢io das areas de
candidose foi realizada levando-se em consideragdo a localizagdo, extensio e
alteragdes dos tecidos envolvidos.

As documentagdes foram feitas num fotomicroscopio (Zeiss) da
disciphna de  Patologia da  Faculdade de Odontologia de
Piracicaba/UNICAMP.
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4.7 Pesquisa de anticorpos anti-Candida no soro dos camundogoes

inoculados

Fol pesquisado o antrcorpo IgG, no soro de camundongos
normais (countroles) ¢ sialoadenectomizados que receberam indculos de
(. altbicans na cavidade bucal. Para a pesquisa de mmunoglobulina, foi

utilizada a técnica de ELISA.

4.7.1 Ohbtencio do soro
Amostras de sangue foram coletadas em tubos tipo ependorf,
utilizando-se seringas descartaveis de 1 mL, sem agulha.

Apds anestesia foi feita tricotomia da porgéo axilar direita dos
camundongos ¢ aberta uma pequena mcisdo de aproximadamente 1,0 cm. O
sangue foi extraido da veia braqual, com auxilio de seningas descartaveis de
I mL sem agulha, ¢ for transferido para os tubos ftipo ependorf. Apods
incubagdo a 37°C por 01 hora ¢ manutengio durante 12 horas a 4°C, o
coagulo era deslocado e o soro centrifugado a 2.000 r.p.m./10 minutos e
armazenado a -20°C até o momento da analise. Imediatamente antes do uso
as amostras eram descongeladas e diluidas 1:100 em PBS-Tween-gelatina

{(tampdo fosfato-salino; 0,1% de Tween e 0,5% de gelatina).

47.2 Preparo do antigeno de Candida

A preparacéo do antigeno foi feita de acordo com o proposto por
GOMEZ et al. "' (1992), a partir da amostra de C. albicans (ATCC36801)
cultivada em caldo Sabouraud dextrose (Difco) a 37°C durante 72 horas sob

agitagio. A cultura foi centnfugada a 2.000 rpm/20 munutos,
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desprezando-se o sobrenadante e suspendendo-se o sedimento em tampao
PBS e fetta novamente a centrifugac@io. As células foram lavadas por mais 2
vezes, obedecendo o mesmo procedimento. A seguir, o sedimento foi
suspenso em tampio  Tris-HCl ( (hudroximetil) aminometano) 0,5M, EDTA
50 mM, pH 7,5,

O material solavel foi separado por centrifugagio (15.000
r.p.m./20 ninutos), & temperatura de 4°C, dializado contra dgua bidestilada

por 24 horas ¢ liofilizado.

4.7.3 Técnica ELISA

Placas de polistireno, com 96 orificios {(Hemobag), foram
sensibilizadas com 50 l de antigeno (5 pg/ml) de C. albicans em tampio
carbonato-bicarbonato pH 9.6, incubadas por 2 horas em estufa a 37°C ¢
guardadas a 4°C até o uso. Antes de sna utilizacdo, as placas foram lavadas
wma vez com PBS, pH 7.3 e os sitios livres do polistireno, bloqueados com
0,5% de gelatina em PBS, por 45 minutos a 37°C.

Ap6s a incubacgdo, as placas foram lavadas 4 vezes com PRS,
contendo 0,1% de Tween 20. As amostras previamente preparadas foram
colocadas nos orificios, em duplicata ¢ as placas incubadas a 37°C por 2
horas e a 4°C por uma notite. No dia seguinte, as placas foram lavadas 5 vezes
com PBS-Tween-gelatina, pH 7.3 ¢ 50 pul do comjugado anti-lgG de
camundongo (Sigma), marcado com peroxidase, foram adicionados aos
orificios numa concentragdo de | pg/mL.

A atividade de peroxidase foi revelada utilizando-se o substrato
ortofenilenodiamino 6 mg em 12 mL de tampédo citrato-dcido citrico 0,1M,

pH 5.5 ¢ adicionando-se 10 ul de HyO, a 30%. A reagfo com o substrato
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(100 ply foi desenvolvida por 5 a 30 minutos a temperatura ambiente e
tmediatamente blogueada com 50 ul de 4cido sulfirico 2N. As densidades
opticas (DO) foram lidas a 492 nm em leitor ELISA (BIO-RAD 450). O
controle positivo usado para a reagiio toi soro de camundongos normais ¢

sialoadenectomizados niio moculados com € albicans.

4.8 Analise estatistica

A anglise estatistica para a recuperago de (. albicans da
cavidade bucal de camundongos foi realizada utilizando-se o teste niio
paramétrico de Mann-Whitney, constderando-se niveis de significinciade 1 e
5%. Para compara¢io entre as médias obtidas para camundongos normais e
sialoadenectomizados, foi utilizado o teste  de Student, considerando-se nivel

de significAncia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Presenca de Candida albicans na cavidade bucal de camundongos

normais e sialoadenectomizados

Nos 404 camundongos (Mus musculus, albmos, Swiss)
utilizados no presente trabalho, anteriormente aos tratamentos utilizados,
verificou-se a possivel presenca de C. albicans na cavidade bucal. Nenhum
animal apresentou esta espécie como comensal. Apds a sialoadenectomia, os
animais foram novamente observados quanto & presenca de (! albicans na
boca, 0 que também ndo ocorreu, de forma que a retirada das glandulas
salivares maiores, por st 80, ndo alterou o estado de nfio portador dos animais
utilizados. Como o nimero de animais testados fot razoavel (404), pode-se
inferir que (. albicans ndo ¢ habitual na cavidade bucal dos camundongos,
pelo menos naqueles provenientes do biotério da Umiversidade Estadual de

Campinas/UNJCAMP.

5.2  Quanfificacdo de saliva na cavidade bucal de camundongos

normais ¢ sisloadenectomizados

Camundongos  sialoadenectomizados  mostraram  intensa
xerostomia durante todo o periodo experimental, com ressecamento da
mucosa bucal e alta viscosidade da saliva presente. Os animats demonstraram
desenvolvimento e aumento de peso semelhante aos normais, ndo ocorrendo
modificagdes na quantidade de saliva coletada dos camundongos

sialoadenectomizados durante todo o perfodo experimental,
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Os camundongos sialoadenectomizados apresentaram quantidade
de saliva mutto menor que os normais, conforme pode ser observado nos

Anexos 2 e 4 | paginas 144 e 146.

5.3  Recuperacio de Candida albicans da cavidade bucal de

camundongos normais e sialoadenectomizados

Os resultados obtidos na recuperacio de €. a/bicans da cavidade
bucal dos camundongos normais apos wmna inoculagio de 10° células da
levedura, encontram-se na Tabela 4. Pode-se observar nesta tabela, que
(. alhicans foi recuperada de todos os amimais 1 ¢ 2 dias apods indculo. A
seguir ocorreu declinio no namero de camundongos positivos, para 17 apos 3
dias, 14 apds 5 dias, 3 apds 8 dias, 5 apos 15 dias e 1 apos 30 dias. Nos
periodos de 45, 60 ¢ 75 dias apds inoculo, C. albicans ndo foi mais
recuperada.

Nos camundongos submetidos d sialoadenectormia, conforme
pode ser observado na Tabela 5, a recuperacio ocorreu em todos os animais
apos 1 e 2 dias da inoculagéo, decaindo a seguir para |5 animais apos 3 dias;
16 apds S dias, 7 ap6s 8 dias, 12 apés 15 diasg, 6 apos 30 dias, 2 apos 45 ¢ 60
dias ¢ 1 apos 75 dias. A anahise estatistica realizada utilizando-se teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney demonstrou diferenca significativa ao nivel de
5% nos periodos de recuperacdo de 1 a 30 dias nos camundongos
staloadenectomizados (Tabela 5) em relacfio aos normais (Tabela 4). A
comparacdo enfre o nimero de animais positivos estio expressos na Tabela 6,
na qual pode-se verificar comportamento semelhante nos dois grupos até o

guinto dia, seguindo-se presenga de (. albicans em maior nunero de anunais
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sialoadenectomizados. As médias do logantmo das ufe/mbL de . albicans
recuperada, foram maiores nos camundongos sialoadenectomizados, porém
esta diferenca ndo foi significativa.

Os resultados obtidos na recuperagdo de (. albicany apés 4
inoculaglies da levedura encontram-se na Tabela 7 para camundongos
normais ¢ na Tabela 8 para animais sialoadenectomizados. A andlise
estatistica comprovou diferenca significantemente maior na recuperagio de
(. albicans nos amimais staloadenectomizados (Tabela 8) em rela¢io aos
normais (Tabela 7), para os periodos de 1 a 195 dias apds moculagdes. Na
compara¢do entre os dois grupos (Tabela 9), pode-se venficar
comportamento semelhante até 8 dias apds inoculagfo, seguindo-se
recuperagdo mator nos amimais sialoadenectomizados até 255 dias apos
inoculagio. Nos periodos de 30 até 195 dias, a quantidade de C. albicans
recuperada foi maior, com diferenca significativa, nos camundongos
sialoadenectomizados em relagdo aos normais.

A cada recuperagfio de leveduras da cavidade bucal dos
camundongos, apds a contagem do namero de ufe/ml. de colémas
caracteristicas de Candida, wma amostra proveniente de animal normal e uma
de sialoadenectomizado foi isolada, 1dentificada em nivel de espécie e fipada
através da verificac@o do fator killer. Todas as amostras eram (. albicans,
biotipo kifler 111; o mesmo biotipo da amostra que foi noculada, o que
confirma, portanto, que a amostra recuperada ¢ a mesma que foi utilizada

para as inoculagdes. (resultados em Anexos 3, 6,7 ¢ 8, pagmas 147 a 151),
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TABELA 4 — Logaritmo das ufe/ml de C albicans récuperadas da cavidade bucal de camundongos normais {(n=20) apés uma
inoculagdo com 10° células viaveis da levedura, nos diversos periodos de tempo observados,

b AP A ———n T wainare s s b ot

|

T T T CAMUNDONGOS NORMAIS -

DIAS | 1 3 4 5 6 7 8 9 1 111z 13 1§ 15 16 17 18 19 20
1 | 340 334 4,59 467 353 3.8% 346 435 341 3.08 336 328 387 438 457 371 412 361 401 427
2 | 369 182 406 385 257 378 299 493 29 323 297 294 487 34l 436 386 448 438 432 239
3000 0 438 451 203 366 196 410 371 243 0 325 345 3,16 366 358 315 299 439 3.06
5 0 0 0 181 179 188 0 0 0 401 230 0 247 250 325 224 226 340 272 230 200
$ o o 0o o 0o 0 © 0 406 0 0 0 o6 0 0 0 28 401 0 0
5006 0 0 0o 0 17 0 0 0 0 0 0 449 0 0 18 19 1% 0 0
30 0 h ¢ {} 4] ) 0 & 2.44 0 0 0 )] O § 0 1] ¢ {3 O

45 O 0 O )] ] 4] ¢ ] 0 0 G G O 0 q it { 4] {} 0
66 . 6 o0 0 o6 o 6 0 0 0o © 0o 0 0 © o 0 6 8 ©
75 {0 o o6 o6 ¢ o o0 0 0 0o 6 06 0o 0 o 0 0 0 0

i
|
i
i
k

t
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TABELA 5 — Logaritmo das ufc/mL de C. albicans recuperadas da cavidade bucal de camundongos sialoadenectomizados (n = 20)

ap6s uma inoculacio com 10° células vidveis da levedura, nos diversos periodos de tempo observados.

"
o

o —

it

mmiriarias

CAMUNDONGOS SIALOADENECTOMIZADOS

DIAS | 1 2 3 4 5 & 7 8 g 19 il 12 i3 14 15 16 17 18 19 28

1 4,18 464 463 456 407 407 449 426 519 543 328 497 465 603 394 381 385 490 647 516 *F
2 3,15 304 266 297 587 375 366 4,13 341 432 383 406 4,94 465 432 304 427 4386 517 481*,
3 g 0 2,92 0 4,11 0 0 263 2,85 465 347 2894 355 284 236 542 375 428 439 311F
3 0 0 347 2% 266 277 317 295 328 297 4 353 373 0 2,82 347 313 433 337 283% %
8 0 0 0 g g 3.36 0 0 0 & 372 184 0 516 520 235 3,81 ] O *#
15 1400 573 3356 0 2.89 0 & 0 241 409 3,13 0 g 289 L7 0 340 450 0 3,21+
30 0 G 3,39 0 3,92 f.) 0 0 0 0 0 0 0 2,74 0 8 273 347 8 3,71 ¢
45 0 g 0 0 0 0 0 0 0 0 0 g g £ 0 0 4,21 4,33 0 0

ot G 0 0 0 0 0 g 0 0 0 0 0 0 0 0 8 341 600 0 9

75 0 G 0 g 8 0 0 0 G 0 0 0 i 0 ¥ 0 0 6,26 0 ]

v

s

* Estatisticamente stgnificative ao ni

¥

el de 1% (Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney) em relagiio aos camundongos normais {Tabela 4}

** Fstatisticamente significativo ao nivel de 5% {Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney) em relagio aos camundongos normais {Tabela 43
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TABELA 6 - Numero de camundongos normais € sialoadenectomizados que apresentaram C. albicans na cavidade bucal apos
uma inoculagio com 10° céhulas viaveis da levedura. Estdo apresentadas também as médias dos logaritmos das ufe/ml de
. albicans recuperadas dos animais positivos, as quais ndo apresentaram diferenca estatistica ao nivel de 5% (Teste  de Student).

T CAMUNDONGOS NORMAIS T CAMUNDONGOS SIALOADENECTOMIZADOS
DIAS ) (0=20) ] , (=20) ,
NUMERO % MEDIA ufe/mL NUMERO Yo MEDIA ufe/mL
1 20 100 391047 20 100 5,03 + 0,71
y 20 100 3.59 + 0,85 20 100 4,05+ 085
3 17 85 338+ 0,75 15 75 3.56 + 0,88
5 14 70 2,50 + 0,65 16 30 322045
8 3 15 3,64 +£ 0,68 7 35 3,77 £ 1,08
15 5 25 2,39+ 1,17 12 60 3,58 £ 0,96
30 1 3 2,41 1+ 0,00 6 30 3,66 +101
45 0 0 - 2 10 5,27+ 1,50
60 0 0 - 2 10 4,75+ 1,90
75 0 0 - 1 5 6,26 + 0,00




70

TABELA 7 — Logaritmo das ufe/mL de (. albicans recuperadas da cavidade bucal de camundongos normais (n=20) apos quatro
inoculages com 10° células viaveis da levedura, nos diversos periodos de tempo cbservados.

CAMUNDONGOS NORMAIS
DIAS | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1w 11 12 13 14 13 16 17 18 1% 28
1 | 324 401 6,12 422 3.6+ 363 433 412 308 363 48+ 429 397 380 3.06 351 370 461 428 374
2 | 430 466 442 357 38 462 389 38 346 338 502 383 404 382 334 359 352 394 466 420
3 1362 493 410 320 361 432 408 440 414 328 525 463 483 427 340 448 418 368 423 366
S | 341 399 394 246 429 439 487 454 352 453 564 474 494 448 438 419 457 305 407 349
§ | 307 427 282 236 402 383 439 413 385 493 462 451 463 449 498 397 427 289 424 360
15 | 355 354 298 0 0 0 318 249 210 212 459 266 233 322 229 270 0 0 275 217
30 0 264 204 0 ) o 18 0 261 219 0 193 & 269 28 328 O 0 191 ©
45 o 258 201 0 131 © D 237 247 341 0 439 ¢ 311 2,43 371 270 239 0 )
60 9 194 254 0 0 0 0 0 0 0 234 0 0 0 0 0 150 0 0 0
75 0 177 © 0 0 190 0 0 0 o 381 0© 0 0 0 0 0 0 224 o
96 0 154 0 0 ) 0 0 0 0 0 237 0 0 0 0 0 0 0 L63 o
0Ws | 0 239 214 0o 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 200 165 0
126 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 226 0 0 197 0 0 0 0 236 0
135 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 161 0
130 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 195 0 0 o 0 139 o
165 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 G 0 0 6 139 0
186 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 0 0 0 6 233 ©
95 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 215 0
e | 0 0 0 ) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0
225 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0
246 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0
235 | 0 © 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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TABELA 8 — Logaritmo das ufc/mL de C. a/bicans recuperadas da cavidade bucal de camundongos sialoadenectomizados apos quatro
inoculacdes com 10° células vidveis da levedura, nos diversos periodos de tempo observados.

CAMUNDONGOS SIALOADENECTOMIZADOS
DIAS | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 13 12 13 1 13 16 17 18 19 20
1 | 563 434 3535 3546 460 3507 537 560 518 472 517 526 480 560 442 450 397 329 S04 4,19+ ¥+
2 | 485 442 528 446 438 497 507 428 473 438 491 513 452 555 459 329 5,18 460 471 450% #*
31449 473 528 4389 422 496 4381 568 578 48 5352 531 4.64 543 541 542 502 455 483 5414 %
5 1403 383 524 437 573 460 488 548 532 500 509 461 3504 502 423 397 428 366 471 538%
8 | 404 38 403 414 433 515 548 518 4,97 459 555 472 518 536 537 382 530 396 470 491 #*
15 {283 272 266 443 372 409 463 447 363 401 385 448 234 523 440 352 308 3,72 432 400%, w
30 0 0 2,62 340 362 3,56 511 304 401 2.8 403 335 320 460 423 423 o 0 4,92 4264 #x
45 0 - 28 310 300 425 491 264 548 0 506 338 390 453 281 0 338 388 477 425+ =
6l 1] - 2.61 0 3,28 273 303 ¢ 583 334 )] g 341 0 g 337 { 2,93 - ol *, we
75 0 - 0 274 394 299 337 0 546 390 0 0 328 0 D 307 0 410 - o %%
90 0 - 481 0 0 320 353 0 574 318 0 D 409 0 0 0 o 516 - o **
05 | 0 - 0 6 269 331 593 0 385 546 0 0 0 0 o 300 0 . - 0 *x
126 | 0 - 0333 0 335 415 606 0 391 3569 0 0 4l 0 0 481 0 . . 3,44 **
135 1 0 - 387 D 319 3,74 562 0 520 55 0 0 368 0 0 0 0 . . 3.3
130 | 0 . 0 0 0 287 585 0 571 542 0 0 41z 0 0 0 ) . . 0w
165 | 0 . ) 0 6 4,15 548 0 518 308 O 0 0 0 0 0 i) . . ST
180 | 0 . 0 0 O 38 543 0 58 537 0 0 29 ¢ 0 0 0 - . g
195 | 0 . 0 0 0 407 533 0 376 526 O 0 0 0 0 0 0 - . g wx
216 | 0 . 0 0 0 - - 0 - 459 0 0 0 0 0 0 0 - - 0
225 | 0 - 0 0 0 - - 0 - 336 0 0 0 0 0 0 0 - - 0
240 | O - 0 0 0 - - 0 - 37 0 0 0 0 0 B - - 0
2355 | 0 - 0 0 0 . . 0 - 631§ 0 0 0 0 0 0 - - 0

(-} : Morig do animgal.

*  Estatisticamente significativo ao nivel de 1% (Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney) em relacdo aos camundongos normais (Tabela 7).
** Estatisticamente significativo ao nivel de 3% (Teste ndo paramétrico de Mann-Wlitney) em relacdo aos camundongos normais (Tabela 7).
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TABELA 9 - Numero de camundongos normais ¢ sialoadenectomizados que apresentaram (. albicans na cavidade bucal apos quatro
inoculagdes com 10° células vidveis da levedura. Estdo apresentadas também as médias dos logaritmos das ufe/mL de C. albicans recuperadas

dog animais Easizivos_

CAMUNDONGOS NORMAIS T CAMUNDONGOS SIALOADENECTOMIZADOS

DHAS . {n=20) . , {n=:20) i
NUMERO Yo MEDIA ufc/mL NUMERO % MEDIA ufe/mL n
1 20 100 4,09+0,72 20 100 4,99 + 0,51 20
2 20 100 3,98 £0,49 20 100 4,79+ 0,37 20
3 20 100 412 +0,56 20 100 5,06 + 0,44 20
5 20 100 415+0,75 20 160 4,73 £ 0,59 20
8 20 100 401 £0,70 2 1GO 474 + 0,59 20
15 15 75 2,86 +0.68 20 100 3,81 £0,76 20
30 11 53 2,39+0,48 15 75 382x073% 20
45 12 60 2,78 £0,78 16 842 3,890,990 * 19
60 5 25 2,08 £0,46 10 55,3 400+ 129% 18
75 4 20 1,43 £0,94 G 50,0 398+ 1,05% 18
o0 3 i3 1,85 + 0,46 7 38,9 453+094* 18
1G5 4 20 2,02 +0,37 6 353 437+1,53% 17
120 3 15 2,19 £0,20 9 52,9 454+ 1,12% 17
135 1 5 1,61 £0,00 & 47,1 427+ 1,02% 17
150G 2 10 1,77 £0,25 5 29 4 4,74 £ 1,24 % 17
165 1 5 1,39 £0,00 4 23,5 497+£0,57% 17
180 2 10 2,24 £ 0,13 5 28,4 468 =122 % 17
193 H 3 215000 4 23,5 511+072% 17
210 0 0 - 1 7,1 4,59 £ 0,00 14
225 0 0 n i 7.1 5,36 0,00 14
240 0 0 - 1 7,1 5,76 £ 0,00 14
255 0 O ~ 1 7.1 6,31 £ 0,00 14

* Diferenca significativa entre os logaritmos das médias de ufc/mL em relagfo aos normais, ao nivel de 3% (Teste 1 de Studenr).
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54 Candidose na cavidade bucal de camundongos normais e

sizloadenectomizades

Analisando-se os cortes histologicos obtidos das linguas dos
camundongos submetidos a inoculagdo de suspensdo contendo 10* células
viavets de . albicans, observou-se que o desenvolvimento de candidose
ocorren em maior nmero nos  camundongos sialoadenectomizados,
constderando-se wna ou quatro tnoculagdes da suspensdo (Tabelas 10, 11 ¢
12). Nos animais que receberam 4 inoculagOes de suspensdo de . albicans,
candidose estava presente em 83,3% ou 100% dos camundongos até 8 dias
apos o tltimo ndculo, ocorrendo decréscimo apos 15 dias, para 33,3% dos
animais. Apos 115 dias da altima inoculag@io, apenas | (16,6%) amimal
apresentou candidose. Nos animais que receberam uma inoculagfiio de
suspenso de (. alhicans, candidose fot verificada nos cortes histologicos
da lingua de 33,3% dos anmimais até o periodo de 15 dias, dimmuindo a seguir
para [6,6% dos animais at¢ 75 dias apds inoculagdo. Apos este periodo,
nenhum animal fo1 positivo para candidose. Nos camundongos xerostémicos,
as dreas de candidose apresentavam-se mais extensas, observando-se
infec¢do por toda a superficie da lingua, com a presenga de pseudohifas e
leveduras penctrando no epitélio das regides central, lateral € borda da lingua.

Considerando-se os animais normais, ndo se observou diferenca
na quantidade de camundongos com candidose apds uma ou 4 moculagdes de
suspensdo de (. albicans. Apds wna inoculagdo, um animal apresentou
candidose no dorso da lingua apos 8 dias da inoculagio. Apos 4 moculagdes,

um camundongo apresentou candidose na lingua, na leitura de 45 dias.
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TABELA 10 - Ndamero de camundongos normais e sialoadenectomizados que apresentaram candidose no dorse da lingua,
verificada através de cortes histologicos, apds uma e quatro inoculagdes de C. albicans na cavidade bucal

-

. e i e ——rriry
e et i

, " CAMUNDONGOS NORMAIS | CAMUNDONGOS SIALOADENECTOMIZADOS
PERIODO (n=6) (n=6)
4 inoculagdes 1 inoculagio 4 inoculacdes 1 inoculaciio

DIAS N % N %o 1 % n Yo

1 0 0 0 0 6 100,0 2 333

2 2 333 0 0 5 83,3 1 16,6
3 1 16,6 0 0 6 100,0 0 0

5 0 0 0 0 5 833 i 16,6

8 0 0 1 16,6 5 83,3 2 33,3

15 0 O 0 0 2 333 2 33,3

30 0 0 0 0 2 333 1 16,6
45 I 16,6 0 0 2 33,3 0 0
60 0 0 0 0 i 16,6 0 0

75 0 0 0 0 1 16,6 1 16,6
90 0 0 0 0 1 16.6 0 0
115 0 0 0 0 1 16.6 0 0
165 |0 0o 0 0 0 0 0 9
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TABELA 11 - Namero de camundongos normais ¢ sialoadenectomizados que apresentaram candidose no dorso da lingua,
verificada através de cortes histoldgicos, apos uma e quatro inoculagdes de C. albicans na cavidade bucal. Os  cortes foram
obtidos em 3 regides do dorso da lingua: por¢io central (A), lateral (B) e borda da lingua (C).

PERIODO CAMUNDONGOS NORMAIS CAMUNDONGOS SIALOADENECTOMIZADOS
{n=6} {n=6)
4 inoculagdes 1 inoculagio 4 inoculagdes 1 inoenlacdio

DIAS A B C A B C A B C A B C
i 0 0 0 O 0 0 6 6 6 1 2 1

2 2 1 1 0 0 0 5 5 5 0 0 1

3 0 1 1 0 0 0 6 6 6 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 4 4 5 i 1 1

8 0 0 0 O 1 0 5 5 5 2 2 2
15 0 0 0 0 0 0 2 2 2 2 i i
30 0 0 0 0 0 0 1 2 3 i i i
45 i 1 1 0 0 0 2 2 i { 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
75 0 0 0 0 0 0 0 1 i i i 1
90 0 0 0 0 0 0 ¢ 1 1 0 0 O
115 0 0 0 0 0 0 i i 1 0 0 0
1635 0 0 0 0 ) 0O 0 0 0 0 0 0

Al porglio central do dorse da Hngua, B: porcio lateral; C; borda do dorse da lingus
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TABELA 12 - Médias e desvio-padrio da quantidade de candidose produzida por uma e quatro inoculagdes de C. albicans, na
cavidade bucal de camundongos normais e sialoadenectomizados. Para cada animal considerou-se 6 regides da lingua (cortes
sagitais): porgdo central do lado direito e esquerdo, porgo lateral do lado direito e esquerdo e borda da lingua do lado direito ¢

esquerdo.
= PERIODO Nl CAM[%ONGO;’%ORM?IS - g&MU?BONGB% SIA?OAD??EC%OMIEDOS
(n=6) (n=6)
DIAS 4 inoculacdes 1 inoculacio 4 inocualac¢des 1 inoculagio
1 0 0 4,17 + 1,60 1,17 + 2,04
2 0,67 + 1,21 0 500 +2.45 * 0,16 + 0,41
3 1,00 + 2,45 0 433£1,03% 0
5 0 0 3,83 £2.71 0,50 + 1,22
8 0 0,17+ 0,41 3331234 1,66+ 147 *
15 0 0 1,66 £ 2,66 0,83 £ 1,60
30 0 0 1,66 242 1,00 £ 245
45 0,17 £ 0,41 0 1,83 £240 % 0
60 0 0 0,50 £ 1,22 0
75 0 0 0,50+ 1,22 1,00 £ 2,45
90 0 0 0,50 £ 1,22 0
115 0 0 0,50x122 0
165 0 0 0 0

e . s i v . - v

i
i

- ——— w— i e

* Diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5% (Teste ¢ de Student) em relagiio aos normais.
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No exame lustologico dos camundongos que ndo receberam
inoculagbes de . albicans (grupo controle, n=0), efetuou-se analise
microscopica do epitélio da porgdo bucal do dorso da lingua dos animais. A
lingua do camundongo € um orgdo muscular revestido por epitélio
queratinizado, formado de wma regido superior, o dorso e uma mferior, o
ventre. O dorso da lingua apresenta por¢fio bucal que se estende desde a
ponta da lingua até a papila valada ¢ uma porgdo faringea, posterior a esta
papila. A por¢iio bucal do dorso da lingua divide-se em duas partes:; os 2/3
anteriores que apresentam sulco mediano na diregdo do longo eixo, e ©
tubérculo intermolar que corresponde ao ter¢o posterior.

O dorso da lingua ¢ revestido por epitélioc pavimentoso
estratificado ortoqueratinizado, formando interdigitagSes com o conjuntivo
subjacente. Estdo presentes projegdes, as papilas filiformes, classificadas em
trés tipos: cdnicas simples, nos 2/3 anteriores (Figura 2); verdadeiras, no
tubérculo intermolar (Figura 3); e gigantes, na regido que separa as papilas

cOnicas das verdadeiras (Figura 4).
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FIGURA 2 - Corte sagital do dorso da lingua de camundongo normal, que ndo foi inoculado
com suspensdo de (. albicans. Observa-se papilas conicas simples (seta), com tecido
conjuntivo seguindo o padrio morfologico da superficie (*). Abaixo do conjuntivo
subepitelial, a lingua ¢ formada por tecido muscular estriado (M). Coloragio P.A.S.
(aumento 200x).
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FIGURA 3 - Corte sagital do dorso da lingua de camundongo normal, que ndo foi inoculado
com suspensdo de (. albicans. Observa-se papilas verdadeiras (seta), com tecido conjuntivo
seguindo o padrao morfologico da superficie (*). Abaixo do conjuntivo subepitehal, a lingua
¢ formada por tecido muscular estriado (M), estando presentes acinos de glandulas salivares
menores (G). Coloragdo P. A S. (aumento 200x).
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FIGURA 4 - Corte sagital do dorso da lingua de camundongo normal, que nédo foi inoculado
com suspensdo de (. albicans. Observa-se papilas gigantes (seta), com tecido conjuntivo
seguindo o padrao morfologico da superficie (*). Coloragao P.A.S. (aumento 200x).
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A seguir, os aspectos histologicos de alteragdes no epitého ¢
presenga de candidose nos cortes obtidos da porcdo bucal do dorso da lingua
dos camundongos, estdo descritos nos diferentes periodos de tempo apos
inoculagiio de 10° células de C. albicany:

s 24 horas apos inoculagdo de C. albicans:

Apos 4 inoculacdes de suspensdo de (. afbicans, nenhum
camundongo normal apresentou candidose, observando-se apenas algumas
células de levedura aderidas nas superficies das papilas linguais. Nos animais
staloadenectomizados, presenca de pseudohifas no interior do epitélio foram
observadas em todas regides do dorso da lingua dos camundongos
observados (Figura 5). As areas com candidose foram intensas e fregiientes
em toda a superficie da lngua, ocorrendo discreta prevaléncia nas paptlas
verdadeiras ¢ papilas cOnicas simples.

Nas areas com candidose, o epitélio da superficie da lingua
apresentava aplainamento das papilas, hiperqueratose, acantose e presenga de
polimorfonucleares neutrofiles, com formagdo freqiiente de microabscessos
intraepiteliais. A extensdo das lesdes foi variavel, podendo-se encontrar
presenga  de pseudohifas em apenas wma papila, ou areas de intensa
proliferacdo de pseudohifas, atingindo regides compreendendo em torno de
10 papilas. Observou-se também, areas onde o aspecto listologico do epitelio
sugeria que havia ocorrido candidose no local, encontrando-se em processo
de resolucio.

Apos uma inoculagdo de suspensdo de C. albicans, candidose foi
observada no dorso da lingua de dois camundongos sialoadenectomizados.

Os animais apresentaram penetragio de pseudohifas apenas na regido das



82

papilas cOnicas simples, com presenca de polimorfonucleares neutrofilos e

formacao de microabscessos intraepiteliais.

FIGURA 5 - Corte sagital do dorso da lingua de camundongo sialoadenectomizado, 1 dia
apos 4 inoculagdes de suspensdo de (. albicans cavidade bucal. Observa-se pseudohifas no

interior do epitélio (seta). Coloragdo Gomori-Grocott (aumento 480x).
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¢ 48 horas (2 dias) apds moculagdo de C. albicans:

Nos camundon gds que receberam 4 inoculagbes de . albicans, 2
animais normais apresentaram candidose nas regides das papilas verdadeiras e
cOmcas simples (Figura 6). Em um animal, observou-se dreas com necrose do
epitéhio, permanecendo preservadas apenas as células da camada basal, Nos
camundongos sialoadenectomizados, as dreas de candidose foram mais
extensas, atmgindo os 1trés tipos de paptlas linguais, observando-se
aplainamento  das papilas, hiperqueratose, acantose e infiltragdo de
polimorfonucleares (Figura 7).

Apos um moculo de . albicans, apenas wm camundongo
sialpadenectomizado apresentou pequena area de candidose nas papilas ¢conicas
simples, sendo o aspecto do epitélio do dorso da lingna nos demais animais

normal.



FIGURA 6 - Corte sagital do dorso da lingua de camundongo normal, 2 dias apos 4
inoculagoes de suspensdo de (. albicans na cavidade bucal. A) Observa-se grande
quantidade de pseudohifas no interior do epitélio (seta). Coloragdo P.A.S. (aumento 200x).
B) Maior aumento da figura A: observa-se em maior detalhe, presenga de pseudohifas e
leveduras no interior do epitélio (seta). (aumento 480x).



FIGURA 7 - Corte sagital do dorso da lingua de camundongo sialoadenectomizado, 2 dias
apos 4 inoculagdes de suspensdo de (. albicans na cavidade bucal. A) Observa-se grande
quantidade de pseudohifas no interior do epitélio (seta). Coloragdo P.A S, (aumento 200x).
B) Maior aumento da figura A: observa-se em maior detalhe presenca de pseudohifas e
leveduras (setas) aderidas na superficie e no interior do epitélio (aumento 480x).
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» 3 dias apos moculagdo de (. albicans:

Todos os animais que receberam uma inoculagdo de suspensido de
(. albicans apresentaram epitélio com aspecto normal. Apds 4 inoculagdes da
suspensdo, apenas | anmnal normal apresentou candidose, menos intensa
quando comparada com os camundongos staloadenectomizados. Trés
camundongos normais apresentaram areas necrosadas no epitého, com presenga
de infiltrado de polimorfonucleares, nas trés regides analisadas.

Camundongos sialoadenectomizados apresentaram areas de
candidose extensas, com aplammamento das papilas, acantose, hiperqueratose e
infiltrado neutrofilico (Figura 8). As dreas de candidose foram freqiientes, tanto
nas papilas conicas simples quanto nas papilas verdadeiras e gigantes. Um
camundongo apresentou grande quantidade de pseudohifas invadindo toda a

superficie do dorso da lingua.



FIGURA 8 - Corte sagital do dorso da lingua de camundongo sialoadenectomizado, 3 dias
apos 4 inoculagdes de suspensdo de C. albicans na cavidade bucal. A) Observa-se grande
quantidade de pseudohifas no interior do epitélio, presen¢a de infiltrado inflamatorio,
aplainamento das papilas, acantose e hiperqueratose do epitélio. Coloragdo P.A.S. (aumento
200x). B) Maior aumento da figura A: observa-se em maior detalhe presenca de pseudohifas
e leveduras (setas) aderidas na superficie e no interior do epitélio. (aumento 480x).
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5 dias apds moculagio de (. albicans:

Camundongos normais ndo apresentaram candidose nos cortes
cbservados, apos um mdculo de (. albicans, enquanto um animal
sialoadenectomizado apresentou candidose nas trés regides da lingua.

Apbés 4 inoculagdes de suspensio de (. albicans, animais normais
ndo tinham candidose no dorso da lingua, apresentando entretanto areas de
necrose com as camadas de células do epitéhio destruidas e infiltradas por
neutrdfilos. Amimais sialoadenectomizados continuaram a apresentar intensas
regides com candidose, semelhantes as observadas nos periodos anteriores

(Figura 9 e 10).



FIGURA 9 - Corte sagital da regido das papilas conicas simples do dorso da lingua de
camundongo sialoadenectomizado, 5 dias apos 4 inoculagdes de suspensao de C. albicans na
cavidade bucal. A) Observa-se grande quantidade de pseudohifas no interior do epitélio
(seta), aplainamento das papilas, acantose e hiperqueratose do epitélio. Coloragao P.AS.
(aumento 200x). B) Observa-se em detalhe presenca de pseudohifas e leveduras aderidas na
superficie e no interior do epitélio (seta). (aumento 480x).




FIGURA 10 - Corte sagital da regido das papilas verdadeiras do dorso da lingua de
camundongo sialoadenectomizado, 5 dias apds 4 inocula¢des de suspensdo de C. albicans na
cavidade bucal. A) Observa-se grande quantidade de pseudohifas no interior do epitélio
(seta). Coloracdo P.A.S. (aumento 200x). B) Observa-se em detalhe presenca de pseudohifas
e leveduras aderidas na superficie e no interior do epitélio (setas). (aumento 480x).
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s § dias apOs moculagdo de C. albicans:

Apés este periodo, considerando-se os amimais que receberam
apenas 1 moculo de C. albicans, observou-se candidose no dorso da lingua de
dois camundongos sialoadenectomizados ¢ de uwm normal. As lesodes na lingua
dos animais sialoadenectomizados apresentaram-se intensas, com aplainamento
das papilas, acantose, hiperqueratose e infiltragfo de polimorfonucleares.

Observagdes realizadas apos 4 inoculagbes, demonstraram areas
de necrose no dorso da lingua de camundongos normais, conforime descrito para
o periodo de § dias. Ammais sialoadenectomizados apresentaram areas com

candidose intensa, principalmente na regifio das papilas verdadeiras.

¢ 15 3 60 dias apos moculagdes de C. albicans:

Camundongos normais apresentaram epitélio do dorso da lingua
com aspecto histologico normal, apds uma inoculagdo de suspensio de
(. albicans no periodo de 15 a 60 dias. Candidose for observada em 2 animais
staloadenectomizados apds 15 dias ¢ em 1 apds 30 dias, apresentando-se a
seguir negafivos nos periodos de 45 ¢ 60 dias apds inoculagdo. As lesdes
caracterizavam-se pela presenca de poucas hifas no inferior da queratina do
epitéhio do dorso da lingua, sem que fossem observadas alteragdes no epitélio.

Apés 4 moculagbes de suspensio de C. albicans, um camundongo
normal e 2 sialoadenectomizados demonstraram candidose nos exames dos
cortes histologicos obtidos do dorso da lingua dos animais, apds 45 dias da
altima inoculagdo (Figura 11). Nos periodos apos 15 e 30 dias, 2 animais
sialoadenectomizados apresentaram candidose no dorso da lingua e no periodo

de 60 dias, apenas um apresentou-se positivo. As dreas de candidose eram
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extensas, atingindo principalmente a regido das papilas verdadeiras e conicas
simples, ocorrendo em todo o dorso da lingua. Nos camundongos que ndo
apresentavam candidose, observou-se dreas de aplainamento das papilas
linguats, hiperqueratose, acantose e infiltrado inflamatorio predominando

polimorfonucleares e dreas de necrose do epitélio.

s 75 a 165 dias apds inoculagio de C. albicans:

Apenas  camundongos  sialoadenectomizados — apresentaram
candidose nestes periodos. Arecas extensas de candidose, semelhantes aos
aspectos anteriormente descritos foram observadas. Nos demais animais ¢

aspecto histolégico do dorso da lingua era normal,



FIGURA 11 - Corte sagital do dorso da lingua de camundongo sialoadenectomizado, 45 dias
apos 4 inoculagdes de suspensdo de C. albicans na cavidade bucal. A) Observa-se grande
quantidade de pseudohifas (seta) no interior do epitélio, aplainamento das papilas, acantose
e hiperqueratose do epitélio. Coloragdo P.A.S. (aumento 200x). B) Maior aumento da figura
A: observa-se em maior detalhe presenga de pseudohifas e leveduras aderidas na superficie e
no interior do epitélio (setas). (aumento 480x).
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5.5 Presenca de anticorpos anti-Candida no soro de camundongos

inoculados com Candida albicans

O nivel de munoglobulina G (1gG) anti-Candida encontrado no
soro de camundongos que receberam 1 ou 4 moculos de . albicans,
encontram-se na Tabela 13. Os animais apresentaram baixos niveis de 1gG no
soro, em todos os perfodos analisados, até 75 dias apds moculagio de

(. athicans, ndo ocorrendo diferengas significativas em relacéo aos controles.

TABELA 13 - Médias e desvio-padriio das densidades dpticas (DO} obtidas na dosagem
de 1IgG através de reagdo ELISA, no soro de camundongos normais e
sialoadenectomizados, apos uma e quatro inoculagles de (. albicans.

E’E#Ri(}[)() CAMUN:;)ONGOS NORMAIS (n=0) CAMUNDONGOS

SIALOADENECTOMIZABOS (n=6)
DIAS 4 inoculagdes 1 inoculacdo 4 inoculaches 1 inoculagio

1 0,32+0,12 0.48 + 0,42 0,30 + 0,12 0,48 £ 0,79

2 0,42 + 0,21 0,39 + 0,25 0,36 +0,07 (.58 £ 0,09

3 0,72 + 0,37 0,48 + 0,29 0,40 + 0,17 0,56 + 0,24

5 1,04 £+ G,81 0,37 £ 0,12 0314012 0,73 £0.35

8 0,44 + 0,22 0,57 +0,32 0,41 + 0,19 0,56 +038

15 0,91 £ 0,91 0,69 £ 0,35 (3,34 £ 0,10 0,67 %022

30 0,41 +0,15 0,34 £ 0,08 (0,47 £0,24 3,751 035

45 0,40 £0,12 0,47 £ 0,17 0,34 +0,07 0,72 +0,59

60 0,75 + 0,48 0,384-0,12 0,604 0,21 0,77 £ 0,38

75 0,37 £ 0,16 0,41 £0,11 0,§5+ 0,09 0,10 £005
CONTROLE (0,20 10,05 0,20 £ 0,05 0,32 + 0,09 0,32 £ 0,069
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6 DISCUSSAO

A remocdo cirtrgica das glandulas salivares maitores, produziu
acentuada xerostomia nos camundongos, sendo a quanfidade de saliva
coletada reduzida em aproximadamente 75% nos anmmais submetidos &
cirurgia. No ser humano, os sintomas de xerostomia ocortem quando o fluxo
salivar é reduzido em 40 a 50% do volume normal “"*%. A quantidade residual
de saliva presente nos camundongos sialoadenectomizados, for provavelmente
produzida pelas glindulas salivares menores, que estdo localizadas por toda a
cavidade bucal, predominantemente no palato mole ¢ na regifio posterior da
tHngua.

As glandulas salivares menores contribuem com 8 a 10% do total
do volume salivar no ser humano, produzinde grande quantidade de mucina
(mais de 70%). A mucina representa mecanismo efetivo contra determinados
microrganismos, controla a dessecagio das mucosas bucais * ¢ limita a
difusdo tecidual de varias substancias ' . Mesmo assim, segundo DEAN &
HIRAMOTO * (1986) a xerostomia induzida em animais aumenta a
permeabibidade da mucosa a medicamentos. A retirada unilateral das
glandulas pardtida, sublingual e submandibular, provoca aumento de volume
das glandulas salivares coniralaterais em animais, sendo provavel que apods
sialoadenectomia, ocorra aumento de atividade das glandulas salivares
menotes. Pacientes com aplasia das glandulas salivares maiores apresentam
alta viscosidade da saliva e presenga de glandulas salivares menores no labio e
palato %%,

Apos a cirurgia, a cavidade bucal dos ratos sialoadenectomizados
apresentava-se bastante seca, demonstrando apenas saliva residual viscosa ¢

piesenca de muitos residuos de alimentos aderidos nas mucosas e dentes. Nos
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animats normais, era evidente o actmulo de saliva, principalimente na regido
sublingual. Nao foram observadas alteragtes morfologicas visiveis macro ¢
microscopicamente  nas  mucosas  da lingua  dos  camundongos
sialoadenectomizados, resultados semelhantes aos obtidos por ITO ™ (1990} ¢
JORGE "™ (1991), em ratos. A sialoadenectomia foi a técnica selecionada
para obtengfio de xerostomia nos camundongos utilizados no presente
trabatho, por ser um método simples e que mantém permanente a redugo do
fluxo salivar. O uso de agentes quimicos também podem proporcionar

353 : i 3 tor
.33 porém seus efeitos sdo transitérios e podem

Xerostomia em animais
provocar efeitos colaterais que poderiam interferir nos resultados.

Apesar de ndo ter sido quantificado, observou-s¢ que os
camundongos com xerostomia bebiam dgua mais fregiientemente que os
normais, sem entretanto aumentar o consumo; semethante ao observado por
ITO 2 (1990) em ratos. Este fato pode ser explicado como uma tentativa de
compensar a diminuicio do fluxo salivar associada a necessidade de umedecer
a ragdo administrada em forma solida. Situagio semelhante pode ser
observada em pacientes com xerostomia acentuada, que bebem dgua com mais
freqiiéncia , principalmente durante a ingestfio de alimentos *',

Em seres humanos, a xerostomia tem sido associada com afrofia
da mucosa bucal, em particular do dorso da lingua ™2, o que nfo foi observado
nos camundongos sialoadenectomizados estudados no presente trabatho,
AlteragBes na microbiota bucal também t€m sido relatadas em pacientes com
xerostomia ' BROW ef al. ** (1975) relataram aumento na quantidade de
Candida, principalmente (. albicans, em pacientes submetidos a radioterapia
de cabeca e pescogo. Apenas a sialoadenectomia ndo propiciou, nos dados
deste .trabal_ho_, que os camundongos apresentassem leveduras na cavidade

bucal. Este fato deve ser em decorréncia de C. albicans ndo ser microrganismo
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habitual na cavidade bucal de camundongos, conforme pode ser observado
nos dados obtidos neste trabalho. Nenhum dos 404 camundongos examinados
{item 5.1, pag. 64), apresentou leveduras do género Candida na cavidade
bucal antes dos experimentos. Os 202 camundongos que foram
staloadenectomizados ndo passaram a apresentar leveduras posteriormente, o
que foi comprovado em duas coletas realizadas | e 2 semanas apos cirurgia.

O uso de camundongos para estudo da patogenicidade de
{ alhicans nas mucosas da boca, visto que estes animais ndo apresentam este
microrganismo na boca, parece ser mais vidvel que a utilizagio de ratos, pois
estes podem apresentar Candida na boca ™17,
As leveduras do género Candida podem estar presentes na

190,329 o ‘
7 g varos fatores predisponentes,

cavidade bucal dos seres humanos
incluindo xerostomia podem alterar sua condigdo de comensal e expressar
patogemcidade, produzindo candidose, infecgio micotica de ocorréneia
comum na cavidade bucal WL A espécie (1 albicans & a mais patogénica
das espécies devido aos seus fatores de viruléncia como produgdo de tubo
germinativo, enzimas, toxinas e capacidade de aderéncia as células epiteliais
bucais .

A amostra de C. albicans (ATCC 36801) utilizada no presente
trabalho apresentou alta letalidade para camundongos por via endovenosa .
Além disso é produtora de protetnase, haluronidase, condrottin-sulfatase e
fosfatase, enzimas consideradas como fatores de viruléncia 2 Amostras de
(. albicans produtoras de maior quantidade de proteinase apresentam maior

32,51, 164

aderéncia as células epiteliais bucais , sdo mais patogénicas para

camundongos %, e possuem maior aderéncia e poder de invasdo na pele de

265
camundongos ©.
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Neste trabaltho foram uvtilizados moéculos de 0,1 mbL, contendo
10° células vidveis de C. albicans, dose que os camundongos suportaram bem,
nfio ocorrendo alteragdes sistémicas visiveis clinicamente. A padronizagio do
numero de células vidveis de . albicans nas suspensdes utilizadas nas
moculacdes for feita em camara de Neubauer, apds prévia coloragio com

RTS8, 110,141,142, 208 336,337 P

corante vital, conforme utilizado por varios autores or

outro lado, varios trabathos relatam a padronizacdo do nhmero de

67813
A3 Em 50 amostras de

microrganismos em contagens de ufc/ml.
suspensdes de (. albicans padronizadas através de camara de Neubauer,
foram realizadas em estudos anteriores, diluigdes e contagens das ufc/mL em
agar Sabouraud dextrose, para confirmagfio do nimero de leveduras que
estava sendo utilizado. A média obtida em 50 contagens foi de 5,71 x 10
ufe/mL de C. albicans, com desvio padrio de 2,64. Considerou-se desta
maneira, que 0 método de contagem em camara de Neubauer fo1 preciso, mais
rapido, de maior facilidade de execucio e possibilitou ainda, o calculo do
namero de células da suspensido, antes das inoculagdes.

Ap6s uma inoculagio de 10° células viaveis de . afbicans na
cavidade bucal de camundongos normais e sialoadenectomizados, verificou-se
nos resultados do presentie trabalho, recuperagdo da levedura em todos os
animais nas coletas de 24 ¢ 48 horas (Tabelas 4 ¢ 5). A quantidade de
C. albicans obtida nas contagens de coldonias demonstroun valores maiores para
os animais sialoadenectomizados, apesar da diferenga nfo ser estatisticamente
significativa (Tabela 6). Por outro lado, quando utihizou-se 4 inoculagoes, (.
alhicans foi recuperada da cavidade bucal de todos os antnais normais até §
dias (Tabela 7) ap6s inoculagfo ¢ até 15 dias (Tabela 8) apos, para animais
sialoadenectomizados. Apesar das médias das ufe/mL de C. albicans

recuperadas apresentarem-se senipre malores nos animais
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staloadenectomizados, a diferenca ndo foi significativa (Tabela 9). Importante
salientar que as médias das ufc/ml recuperadas dos camundongos
staloadenectomizados, que receberam 4 inoculagbes de . alhicans,
demonstraram diferengas significativas no periodo de 30 até 195 dias apos
moculagdes. A xerostomia produzida experimentalmente em camundongos
parece predispor, portanto, a permanéncia de C. albicans por periodo mais
prolongado na cavidade bucal dos animais.

A confirmacdo de gue a amostra que foi inoculada era a mesma
recuperada da cavidade bucal dos camundongos, foi realizada através da
dentificagio da levedura obtida em cultura pura ao nivel de espécie,
baseando-se nos critérios estabelecidos por Sandven ™' (1990). Foi também
confirmado tratar-se do mesmo biotipo, através de fator killer 7. Todas as
amostras recuperadas foram C. albicans biotipo 111, o que nos leva a afirmar
que, com certeza, as amostras recuperadas eram provenientes da mesma
amostra que foi inoculada. Aléim disso, convém salientar que os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, as quais foram desinfetadas semanalmente, o
que 1mpediu transmissfo de C. albicans de um animal para outro.

A analise estatistica através do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney, possibilitou a rejeigdo da hipotese de que os dois grupos
(normal ¢ sialoadenectomizado) comportaram-s¢ da mesma maneira apos
inoculagdes de (. albicans. Apds 1 inoculagio do microrganismo,
camundongos sialoadenectomizados comportaram-se de maneira diferente nos
periodos de 1 a 30 dias apds a mesma. Apds 4 inoculagdes da levedura, o
comportamento foi também diferente estatisticamente nos camundongos
sialoadenectomizados em relagdo aos normais nos periodos de | a 195 dias
apds as inoculagdes. Desta maneira, pode-se inferir que a auséncia de saliva,

causada pela sialoadenectomia influenciou a colonizagio ¢ presenga de
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C. albicans na cavidade bucal de camundongos, tanto apds 1 inoculago
prévia, como apos 4 inoculagoes.

A metodologia utilizada de 4 moculagdes de . albicans na
cavidade bucal dos camundongos resultou em maior permanéncia do
microrganismo na boca dos animais, ocorrendo maior quantidade de
candidose no dorso da lingua em relagfio a apenas | inoculagio.

Qutro fator importante a ser analisado, foi a variagdo mdividual
que ocorrey entre os camundongos, nas recuperacdes. Pode-se observar
{Tabelas 4, 5, 7 ¢ 8) culturas negativas em determinadas coletas e positivas em
outras; alguns amimais apresentaram 2 a 3 coletas negativas, seguindo-se uma
positiva. TOTTI ™7 (1994) ¢ ALLEN er ol ® (1982) também relataram
variagdes no numero de C. albicans recuperado da cavidade bucal de ratos, em
coletas realizadas semanalmente. Esta flutuagdo tem sido também observada
em humanos. Ja4 em 1950, LILIENTHAL '* observou variagdes na presencga
de C. albicans na boca de individuos normais, caracterizando-a como

microrganismo transitério. GERGELY & URI ”

(1966) estudaram variacdo
didna de funpos na cavidade bucal durante 8 dias e verificaram resultados
variaveis. WILLIAMSON ¥%%% (1972) verificou variagdes em contagens
diurnas de C. alhicans em cavidades bucais humanas.

Alguns fatores devem contribuir para que (. albicans ndo seja
isolada da boca em determinadas coletas. Presenca de microbiota
comensal *°, tamanhio, viabilidade e quantidade dos receptores nas células
epiteliais bucais para as leveduras *” e os métodos utilizados para coleta e
cultivo. Desde que a metodologia usada neste trabalho para isolamento e

cultivo das amostras de (. albicans for sempre a mesma, a variabilidade nas

recuperagdes nao foi devido a metodologia.



101

O desenvolvimento de candidose apés inoculagio de 10° células
viavels de (. albicans, ocorreu em maior namero de camundongos
staloadenectomizados em relagdo aos normats, apds 1 ou 4 inoculagdes da
levedura. Apos 8 dias das 4 inoculagdes, 83,3% dos animais inoculados
apresentaram candidose com lesdes extensas, principalmente na regido das
papilas verdadeiras.

LACASSE er al. ! (1 990) aplicaram C. albicans com swab na
boca de camundongos e observaram a presenca de candidose através de cortes
histolégicos de 1 hora a 7 dias ap6s a moculagdo. Logo apos 3 horas, os
autores ja observaram tubos germinativos penetrando a querafina, com
presenca de leveduras aderidas a superficie. A quantidade de focos contendo
pseudohifas foi aumentando progressivamente, atingindo maximo ao redor de
48 horas, decrescendo ap6s 2 a 3 dias da inoculagdo. No presente estudo, o
namero de camundongos normais que  apresentaram candidose apos |1
inoculacio, foi menor que os encontrados por LACASSE ef al. 71 (1990), pois
apenas 1 animal apresenton lesGes no dorso da lingua, apés 8 dias da
inoculagdo. Considerando-se, entretanfo, os ammais que receberam 4
inoculagdes, 33,3% dos animais apresentaram candidose apos 24 horas
(Tabela 10), decrescendo a seguir, o que esta de acordo com o descrito pelos
autores.

A candidose experimental obtida no dorso da lingua dos
camundongos do presente trabalho, caracterizou-se por presenga de
pseudohifas no interior do epitélio, aplainamento das papilas, hiperqueratose,
acantose ¢ presenga de polimorfonucleares neutrdfilos, com freqiiente
formagdo de microabscessos intraepitehais. As leituras foram consideradas em
seis regides; porgdo central, média e lateral do dorso da lingua, no sentido

lateral e regido das papilas cOnicas simples, papilas gigantes ¢ papilas
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verdadetras, no sentido antero-posterior. Nao foram observadas diferengas nas
lesdes em relaglo as regibes centrais, médias e laterais do dorso da lingua,
Ocorreu, entretanto, discreta prevaléncia das lesdes nas papilas verdadeiras e
conicas simples em relagdo &s gigantes.

Apesar do rato ser considerado bom modelo experimental para
estudo dos efeitos da xerostomia na candidose bucal 1019114219733 03y
camundongo também pode ser considerado modelo vidvel para estes estudos,
conforme dados obtidos no presente trabalho, o que estad de acordo com
LACASSE ef o """ (1990) ¢ LACASSE e al. '™ (1993). A microbiota
bacteriana do camundongo apresenta menor nimero de espécies, as quais sdo

340 . .
, 0 que torna possivel avaliar o papel da

praticamente conhecidas
competicdo microbiana no micio da nfecgdo pela C. albicans. Além disso,
(. albicans ndo ¢ isolada da microbiota bucal normal do camundongo,
conforme demonstrado nos resultados do presente trabalho, o que também
concorda com os dados obtidos por LACASSE ef al. ' (1990) e CHAKIR e¢r
al. {1994), sendo portanto, a infecgfio pela levedura, considerada
colomizagdo transitoria na boca destes animais.,

Nos resultados do presente trabatho, as dosagens de 1gG no soro
dos camundongos sialoadenectomizados e normais que receberam imoculagdes
de . albicans, em relagho aos animais controle (sem contato com
(. albicans), apresentaram nivels de imunoglobulina muito baixos, ndo sendo
verificada diferenga significativa em todos os animais e grupos estudados.
Estes resultados provavelmente ocorreraimn devido a via de inoculagéo ser oral,
o que ndo deve ter induzido produgdo de IgG. Resultados interessantes
provavelmente poderiam ser obtidos com outra forma de moculagfo ou com

dosagem de IgA secretora na saliva dos animais. Nos camundongos
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sialoadenectomizados, ndo foi possivel coletar quantidade de saliva suficiente
para ser realizada dosagem de 1gA secretora.

A xerostomia produzida pela sialoadenectomia, possibilitou
permanéncia mais acentuada de . albicans na cavidade bucal de
gamundongos. O desenvolvimento de candidose experimental no dorso da
lingua dos camundongos sialoadenectomizados, também ocorreu em mator

ninmero de animais ¢ na maitor extensao das lesbes.
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7 CONCLUSOES

s A xerostomia produzida pela sialoadenectomia em camundongos,
propiciou recuperacio de C. albicans na cavidade bucal dos animais,

em maior nimero e por periodos mais prolongados.

® As quantidades de C. albicans na cavidade bucal de camundongos
sialoadencctomizados foram maiores ¢ estatisticamente significativas

nas recuperagdes de 30 até 195 dias apds 4 inoculagdes da levedura.

® Candidose ocorreu em maior nimero de animais e as lesdes foram mais
extensas nos camundongos sialoadenectomizados, em relagdo aos

normais.



8 RESUMO

A presenga de Candida albicans ¢ o desenvolvimento de candidose na
cavidade bucal de camundongos normais e xerostomicos foram avaliados apos
uma e quatro inoculagdes com 10° células viaveis de C. albicans na boca dos
animais. A xerostomia fot obtida pela retirada das glandulas salivares maiores
dos camundongos (smloadenectomia) ¢ a recuperagio da levedura for
realizada apos 1, 2, 3, 5, 8, 15 dias e a seguir intervalos regulares de 15 dias. A
comprovagdo da levedura recuperada foi feita através de identificagdo da
espécie e da verificagdo do fator killer. Candidose foi verificada no epitélio de
6 regides do dorso da lingua dos camundongos em cortes histologicos sagitais
corados por H.E ¢ P.AS. Os resultados obtidos demonstraram: a) que a
xerostomia produzida pela sialoadenectomia em camundongos, propiciou
recuperagio de (. albicans na cavidade bucal dos animais, em maior niimero e
por periodos mais prolongados; b) as quantidades de C. albicans na cavidade
bucal de camundongos sialoadenectomizados foram  maiores e
estatisticamente significativas nas recuperagdes de 30 até 195 dias apos 4
inoculacdes da levedura; ¢) candidose ocorreu em maior nimero de animais e
as lesGes foram mais extensas nos camundongos sialoadenectomizados, em

relagdo aos normais.
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9 SUMMARY

The presence of Candida albicans and candidosis development in
the oral cavity of normal and sialoadenectomized mice were evaluated after
one and four inoculations, with 10° viable cells of C. albicans in the mouth of
the animals. The xerostomia was obtamed by surgical removal of the major
salivary glands from mice (sialoadenectomy) and the recovery of the yeast
was accomplished after 1, 2, 3, 5, 8, 15 days and then in intervals of 15 days.
The confirmation of the yeast recovered was established through identification
of the species and the venification of the killer factor. Candidosis was verified
in the epithelium of six areas of the dorsal mice tongue in sagital histological
sections stained with hematoxylin & eosin and  periodic acid-Schitf. The
results obtained showed: a) that xerostomia produced by the sialoadenectomy
in the mice propitiated recovery of (. albicans in the oral cavity of the
animals in higher number and for more wide periods, b) The quantity of (.
albicans 1n the oral cavity of sialoadenectomized mice were larger and
statistically significant in the recoveries of 30 to 195 days after four
moculations of the yeast; ¢} candidosis occured 1n higher number of animals
and the lesions were more extensive in the sialoadenectomized mice in

relation to the normal.
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ANEXO 1 - Resultados individuais da quantidade de saliva (mg) coletada 5 minutos da cavidade bucal de camundongos normais
(n = 20), inoculados com C. albicans (1indeulo), nos diversos periodos de tempo estudados,

143

CAMUNDONGOS NORMAIS
1 2 3 5 7 8 s 10 11 12 13 16 20
3.6 306 376 453 206 592 404 49 438 435 175 45,1 36.8
22 372 261 33.1 329 66,3 465 131 315 200 206 515 50,4
313 330 214 230 540 432 454 183 327 207 210 304 235
08 341 380 32.6 495 430 370 20,1 251 250 156 54,3 48,7
32,0 205 280 27,8 22.5 50,7 652 215 262 182 271 49,4 47,7
188 206 288 31,9 214 269 605 2350 351 209 216 34.9 48,1
38 202 354 48,1 298 634 484 423 297 299 88 273 423
320 3193 4390 39.4 346 793 543 414 414 340 271 43.0 63.8
349 294 332 226 146 912 384 408 415 383 2%t 482 50,4
420 397 583 374 572 724 398 712 389 359 484 68,3 52,3
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ANEXO 2 - Resultados individuais da quantidade de saliva (mg) coletada 5 minutos da cavidade bucal de camundongos

sialoadenectomizados {n = 20}, moculados com C. albicans (1indculo), nos diversos pertodos de tempo estudados.

R R o CAMUNDONGOS _ SIALOADENECTOMIZADOS e

pias |1 2 3 4 8 & 7 8 9 10 11 12 13 1+ 15 16 17 18 19 20
t 775 44 57 30 81 63 161 56 66 53 48 37 53 28 40 386 56 121 50 33
2 135 90 54 105 72 31 38 77 38 26 102 73 32 62 48 90 66 80 53 52
3 | 63 139 60 124 54 64 48 58 70 20 58 86 84 74 107 14 44 83 71 135
s | 26 218 58 135 54 83 50 250 39 53 54 Sl 60 24 75 143 35 55 60 69
8 | 38 07 95 41 33 32 72 64 72 62 60 28 36 41 97 101 327 72 43 50
15 1 10 06 27 94 32 21 33 31 96 02 36 35 22 32 48 25 39 55 37 21l
30 0 04 24 10 03 03 04 16 28 62 40 0% 78 54 136 45 34 9l 55 37 43
45 | 25 56 68 81 06 40 03 29 39 25 03 33 18 36 42 13 58 27 72 3
60 | 44 29 45 69 42 32 L8 107 04 22 40 30 41 42 32 24 29 41 L7 49
75 | 26 08 19 32 24 27 08 17 11 61 13 24 21 14 31 22 27 80 12 09

H




ANEXO 3 - Resultados individuais da quantidade de saliva (mg) coletada 5 minutos da cavidade bucal de  camundongos normais
{n = 20), inoculados com C. albicans (4 inGeulos), nos diversos periodos de tempos estudados.
CAMUNDONGOS NORMAIS
DIAS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 24
1 | 400 382 138 284 365 S32 476 71,8 611 402 405 469 187 51,6 563 722 23.9 416 442 425
2 698 376 294 268 M40 460 282 479 30,1 260 326 331 18,3 71,1 8268 317 1335 308 417 526
30| 628 324 313 155 396 369 356 459 652 196 357 352 236 478 343 556 206 258 216 658
5 48,0 329 235 309 469 469 341 5332 416 227 348 300 153 444 464 333 262 21,8 288 482
§ | 443 383 481 607 41,3 303 484 51,1 452 325 622 323 73 275 200 544 313 382 344 516
15 | 475 SL1 523 629 S35 487 305 666 592 S61 397 433 220 40,1 626 442 75 189 218 669
30 | 37,3 456 450 626 622 649 378 553 361 477 326 287 198 356 328 7TL9 235 519 304 318
45 | 706 T43 478 0.1 752 595 499 490 590 219 483 432 146 708 636 549 393 508 464 902
60 | 386 843 359 50,7 345 234 359 418 602 456 336 302 560 360 207 433 769 284 610 406
78 32 1239 33,1 3535 464 368 330 297 451 370 3406 343 628 328 194 440 T8 275 430 337
99 | 505 705 333 512 509 349 264 274 341 363 420 439 51O 320 290 147 641 340 579 385
105 | 289 609 356 32,2 57,7 331 300 323 %66 337 388 39,1 430 404 324 88 548 249 534 227
128 | 373 673 166 420 623 343 384 232 286 347 412 254 472 264 107 326 678 9.2 434 326
138 | 351 635 296 3560 303 323 420 624 420 235 134 42,3 247 277 334 343 18,7 233 366 3353
156 184 543 489 612 624 374 490 6253 462 424 338 384 380 346 293 o648 384 415 4633 348
165 | 444 390 430 273 323 380 572 736 445 432 400 384 487 712 624 612 S5TS 668 990 783
180 | 484 434 286 533 4L4 463 534 438 600 I94 382 392 184 358 470 390 489 283 690 510
193 393 238 193 610 273 323 303 493 437 384 179 428 370 413 368 690 294 493 I 678
210 | 456 580 474 269 37.2 494 323 543 523 258 378 450 578 46 285 490 478 360 68 307
225 | 228 430 443 517 389 493 385 473 380 420 313 433 404 426 321 413 193 428 530 334
240 379 671 38,7 497 391 312 420 436 334 284 19,1 374 420 290 303 723 o643 437 376 318
255__““29__2 398 391 485 284 490 319 370 300 356 410 m39,5 323 384 3172 m“g'“?4 22.0 32,§ 28.3 42_;:'”
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ANEXO 4 - Resultados individuais da quantidade de saliva (mg) coletada 5 minutos da cavidade bucal de camundongos
staloadenectomizados {(n = 20}, inoculados com C. albicans (4 moculos), nos diversos periodos de tempo estudados.

CAMUNDONGOS SIALOADENECTOMIZADOS
DIAS | 1 2 3 F 3 3 7 § 9 o 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 | 55 T4 100 47 144 74 63 52 229 107 82 63 97 27 126 97 61 40 84 76
2 | 69 76 124 118 76 91 50 40 78 136 97 49 16 36 157 2.7 118 40 55 63
3 056 100 95 77 11,5 110 9C L8 65 70 65 79 125 47 148 47 119 A1 158 58
5 | 82 39 122 79 68 1506 91 86 94 152 120 7.4 158 97 11,3 53 11,5 87 147 7.0
8 | si 120 164 70 146 144 207 85 44 217 39 113 137 33 40 56 69 27 1335 93
15 V73 142 168 75 231 1606 120 61 134 60 28 43 112 46 17 59 61 L9 40 57
30 | 104 2231 118 99 355 175 130 67 117 6% 73 100 78 71 112 81 50 59 835 113
45 | 82 - 103 39 96 47 57 56 92 133 40 83 72 81 132 39 62 39 10 96
60 | 5.9 - 60 133 84 46 69 84 92 106 32 53 38 43 4l 33 38 55 . 91
78 | 54 - 38 45 74 51 89 76 86 57 31 99 39 41 235 42 435 53 . 61
90 | 09 - t1 21078 31 71 27 51 34 04 12 06 53 17 21 06 42 - 37
5 70 - 58 s1 51 36 85 70 109 83 09 36 81 350 52 50 64 - - 46
120 | 43 - 22 30 22 18 30 24 69 74 32 39 16 52 47 34 06 - - 18
135 | 2.8 .20 18 16 0% 34 32 72 41 L7 28 035 33 27 67 18 - - 1.2
150 | 42 . 34 17 29 33 66 64 87 70 45 27 43 38 48 51 28 - - 19
165 | 43 . 62 32 169 58 60 23 208 105 38 53 65 47 34 12 17 - - 24
180 | 3.3 - 82 47 81 46 60 73 8% 533 52 38 27 63 6l 14 22 - - 38
195 1 37 - 42 62 12 21 4% 39 S8 67 39 81 L7 42 19 27 08 - -2l
210 | 1.2 .25 31 42 - - 37 - %1 21 47 36 08 34 43 32 . - 86
225 | 7.1 - 19 30 1ol - - 28 - 183 32 48 19 08 52 43 37 - -9l
240 | 352 - 3 37 12 - - 26 - 149 22 31 0% 62 52 47 64 - .07
255 | 5.7 - 41 11 84 - .22 . 161 52 18 19 47 78 48 62 - - 4]

{-): Morte do animal,
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ANEXO 5. Resultados individuais da biotipagem pela observagio do fendmeno killer, em amostras de Candida recuperadas nos
diferentes periodos, da cavidade bucal de camundongos nermais que receberam 1 indculo da levedura .

ATIVIDADE DO 1.° triples ATIVIDADE DG 2.° triplet ATIVIDADE DO 3.° iriplet
LEVEDURAS LEVEDURAS LEVEDURAS
COLETA AMOSTRA | Ki K2 K3 CODIGO] K4 K3 K¢ CODRIGO| K7 K8 K% CODIGO | BIOTIPOQ ESPECIE
(DIAS)
1 41 + + + 1 + + - 2 + + + 1 121 C. afbicans
1 41 + + + 1 + + + 1 + + + i 111 C. albicans
2 06 + + + 1 + + + 1 + + + i i O albicans
2 06 + + + 1 + + + 1 + + + 1 H1 C. albicans
3 03 + + + 1 + + + i + + + i 111 . adbicans
3 03 + + + 1 + + + 1 + + + 1 111 C. albicans
5 35 + + + I + + + 1 + + + 1 1i1 C. albicans
3 35 + + + 1 + + + 1 + + + i 111 €. albicans
8 30 + + + i + + + ! + + + 1 Tl C, utbicans
2 36) + + + i + + + 1 + + + I it C. albicans
15 45 + + + i + + + 1 + + + 1 It . albicans
15 43 + + + 1 + + - 2 + + + 1 121 . albicans
13 043 + + + 1 + + + 1 + + + 1 AR C. elbicans
30 36 - + + 1 + + + ! + + + 1 111 C. albicans
10 36 + + + I + + + 1 + + + 1 Pt C. albicans
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ANEXO 6, Resultados individuais da biotipagem pela observacio do fendmeno &ifler, em amostras de Candida recuperadas nos

diferentes periodos, da cavidade bucal de camundongos sialoadenectomizades que receberam 1 indculo da levedura |

ATIVIDADE DO 1." triplet

ATIVIDADE DO 2.° triplet

ATIVIDADE DO 3.° triplet

LEVEDURAS

LEVEDURAS

LEVEDURAS

COLETA AMOSTRA | KI K2 K3 CODIGO, K¢ K5 K6 CODIGO| K7 K8 K% CODIGO | BIOTIPG  ESPECIE
(DIAS)
1 2% 4 T & 1 + + + 1 + + + 1 111 C. albicans
1 g + + + i + + + 1 + + + 1 153 . albicans
3 4 + + n i + + + 1 + + + 1 1331 C, albicans
3 43 + + + 1 + + + 1 + + + 1 111 C. athicans
3 ! + + + 1 + + + 1 4 + + 1 111 C. albicans
3 i3 + + + 1 + + + I + + + 1 i . albicans
5 37 + " " 1 + + + I + + + 1 111 C. albicans
5 39 + + + i + + + 1 + + + 1 111 C. albicans
8 11 + - - 1 + + + 1 + + + | 111 . aihivans
3 11 " + + 1 + + + 1 + + + I 11t . atbicans
13 48 . + ¥ 1 + + 4 P + + + i i1 . albicans
15 48 + + + 1 + + + 1 + + + 1 1] . albicans
30 17 . + + 4 + + + i + + + 1 411 C. albicans
30 1 - 5 + 1 + + + 1 + + + i 11 C. albicans
33 32 n " + 1 + + + i + + + 1 111 C. albicans
15 12 N + + 1 + + o+ ] + + + 1 i21 €. albicans
60 13 + e + 1 + + + i + + + 1 1H C. albicons
60 1 + 4 5 1 + + + ] + + + 1 11l . athicans
73 12 + + + ] + -+ + 1 - + + 1 111 C. atbicans
75 12 " + + 1 + + + ] + + + 1 111 . athicans
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ANEXO 7. Resultados individuais da biotipagem pela observag3o do fendmeno Ailler, em amostras de Candida recuperadas nos
diferentes pericdos, da cavidade bucal de camundongos nermais que receberam 4 inoculos da levedura |

ATIVIDADE DO 1.° rriplet ATIVIDADE DO 2.° triplet ATIVIDADE DO 3.° sriple
LEVEDURAS LEVEDURAS LEVEDURAS
COLETA AMOSTRA | Ki K2 K3 CODIGO| K4 K3 Ko CODIGO | KT K8 K% CODIGO | BIOTIPO ESPECIE
{DIAS)

1 u? T + - 1 + + + 1 + + + i i1 C. albicans
i o I + + 1 - & - 1 + + - i 111 C. atbicans
2 39 - + - i + + 1 + + + I 1SN . albicans
2 30 - = - 1 + - i - + + 1 111 C. alhicans
3 31 4 + - 1 + + 1 + + + 1 111 C. albicang
3 31 + + . 1 & & + 1 + + + 3 111 C. aibicans
5 1% = - - 1 + + - 2 + + + I 121 C. albicans
5 265 + 5 . 1 & & - 1 + + - 1 Il C. aibivang
g 24 + + + 1 + ; + 1 + -+ + i 133! C. afhicans
8 24 - + + I + + - 1 + + - 1 111 C. albivans
15 13 5 i - 1 + + + I - + + 1 i1l . albicans
13 13 - + - 1 + + + 1 + + + 1 111 C. albicans
0 14 . " * 4 . - - 4 - + + 1 441 . athicans
10 14 5 + - 1 + + = 1 + + + 1 itl C. alhicans
45 a8 " 3 - i o+ + -,, i + + - i 13! . atbicans
4s 08 " + - 1 + + + 1 + + + i 11t 1 albicans
60 29 - + - 1 “ & - 2 + # ke i 121 C. albicans
40 29 & - - 1 + ks & 1 + + + 1 111 . albicans
75 09 . - - 4 + + = 1 + + + 1 411 C. alhicany
s 09 - + - 1 + + i + + + I 11 (. glbjcans
95 46 ; - - 1 + + - 2 + + + 1 121 . athicans
g 46 + £ = 1 & - - 1 + + + 1 i1t C. albicans
103 18 " 1 + + - i & + - l i1t . albicans
g5 18 & - - 1 + + + 1 + + + 1 Bl C. albicans
170 19 . = - 4 4 i + i + + + i 411 L albicuns
120 19 + = 1 + + - 1 - + - 1 i1 ., athicans
133 Ei) 4 kS = 1 + + =+ 1 s £ += i 11t . athicans
150 16 . & - o +* + = i + + - 1 411 . albicans
150 16 & L 1 “ - 4 1 + + S 1 Pt . albicans
163 21 . A+ - 4 + + + i & + + 3 411 C. alhicans
g0 a4 s + - i + + = 1 W > + 1 111 C. albicans
180 a4 - = - i + + - i + + S H 11 O alhicans
195 04 - 4 - ] + + < I + + i 1 1H1 O athicans
194 6 . - - 1 + i - 1 + . E 1 11t £ albicans
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ANEXO 8, Resultados individuais da biotipagem pela observaciio do fendmeno killer, em amostras de Candida recuperadas nos diferentes
periodos, da cavidade bucal de camundongos sialoadenectomizados que receberam 4 indculos da levedura.

ATIVIDADE DO 1.° triplet

ATIVIDADE DO 2.° tripler

ATIVIDADE DO 3.° triplet

LEVEDURAS

LEVEDURAS

LEVEDURAS

COLETA AMOSTRA| KI K2 K3 CODIGO| K4 K5 Ké C€ODIGG | K7 K3 K5 CODIGO | BIOTIPO  ESPECIE
(DIAS)
1 24 - + + 1 + + + 1 + + + i 111 C. albicans
i 34 + + + i + + -+ 1 + + + i 111 C. albicans
2 36 + + + 1 + + + i + + + H it C. albicans
2 36 - o+ + H + + + i + + + 1 111 C. albicans
3 37 + + + i + + + 1 + + + 1 111 . atbicans
3 57 -+ + + 1 + + + i + + + ) 133 C. albicans
5 33 + + + i + + - 2 + + + 1 i21 C. albicans
5 33 + + + 1 + + + 1 - + + I 111 C. albicans
# 38 + + + 1 + + + i ey + + 1 111} C. albicans
3 3% + + + 1 * + + 1 + + + 1 1l C. albicans
13 33 + + + 1 + + + 1 + + + i 111 C. afbicans
i3 33 + + + 1 + + + i + + + ! 11t C. albicans
3 32 + + + 1 + “+ + 1 + + + 1 1t . albicans
30 52 + + + 1 + + + i + + + I 111 . albicans
43 23 + + + 1 + + + I + * * 1 111 . albicans
45 23 + + + 1 + + + 1 + - + 1 111 . albicans
) o7 + + + i + + + i + + + 1 it C. albicans
60 07 + + + ] -+ + -+ 1 + + + 1 111 . albicans
73 103 + + + 1 + + + 1 + + + 1 111 C. afbicans
73 10 + + + i + + + 1 + + + 1 11t . albicans
50 27 - + + 4 “+ + + i + + + } 411 C. albicans
a0 27 + + 1 + + + L + + + lw i} 1 . albicans




ATIVIDADE DG 1.° triplet

ATIVIDADE DO 2. friplet

ATIVIDADE DO 3.° tripler

LEVEDURAS

LEVEDURAS

LEVEDURAS

ANEXO 8 (Continuagiio) . Resultados individuais da biotipagem pela observagio do fendmeno 4iller, em amostras de Candida recuperadas
nos diferentes periodos, da cavidade bucal de camundongos sialoadenectomizados que receberam 4 indeulos da levedura .

COLETA AMOSTRA | Ki X2 K3 <CODIGO : K3 Ké CODPIGO K8 K9 CODIGO| BIOTIPO  ESPECIE
{ E'iAS } g - Pttt AP e

105 23 T+ < T R + i T ¥ ¥ 1 Tt C. albicans
103 22 & + + I -+ + + i + + + 1 111 C. albicans
120 44 + + + ! + + + 1 + + + i 113 O albicany
120 4% + + + 1 + + + 1 + + + 1 Pl C. albicans
135 43 + + + 1 + + + i + + + 1 i C. albicans
135 43 + " + 1 & + + 1 + + + 1 111 C. albicans
1430 01 + + + i + - + I + + + 1 Pl C. albicans
130 01 + + + | + + + ] + + + 1 111 C. albicans
165 47 + + * 1 + + + I + + + I 130 C. albicans
168 47 + + + 1 + * + 1 + + + 1 11t C. albicons
180 34 + + + i + + + i + + + 1 i1l C. albicans
180 34 + + + 1 +* + + i - + + 1 i L. albicans
193 A0 + + + 1 + + + i + + + 1 1l . albicans
193 30 + + + i + + + i + + + 1 111 C. albicans
210 18 + + + 1 + + + i + + + 1 111 . athicans
210 18 . + + 4 + + - i + + + 1 411 C. albicans
225 51 + o+ + ! + + + i + + + 1 111 . albicans
223 31 + + + i + + + 1 + + A+ 1 111 C. albicans
240 20 + + + 1 + + A 1 + + + I 111 . albicans
240 24 + + + ] + + + 1 + + + 1 i1l C. albicans
253 23 + 4 -+ 1 + + + I + + + 1 11! C. albicans
235 23 + + + 1 + + + 1 -+ ¥ + I ili C, albicons




ANEXO 9. Resultados individuais da observacio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6)

e sialoadenectomizados (n=6) , 1 dia apos 4 inoculagdes com Cl.albicans.

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE

1.0 Regides n.o Regides no Regifes o Ragides n.c Regibes no Regites

dreas dalingua  dreas  dalingua  areas da lingua areas da lingua dreas  dalingua  dreas da linguy
i 8 - 0 “ o - 3 PV 9 PV-PCS &8 PV-PG-PCS
2 g - 0 - 8 - l BV 3 PV-PCS 1 PV
3 ¢ - 0 . 0 . 2 PV 2 PY 2 PV-PCH
4 0 - 0 - 0 - 3 PV-PCSH 3 PV-PCS 3 PV-PCS
3 0 - 4 - 0 - 3 PV 3 PV-PCS 6  PV-PG-PCS
G 0 - g - 8 - 0 ~ 3 PV-PCS 2 PV-PCS

{PCS) - PAPILAS CONICAS SIMPLES
{FV) - PAPILAS VERDADERAS
(PGY - PAPILAS GIGANTES

{F) - PORCAC FARINGEA

(A3 - PORCAC CENTRAL DO DORSO DA LINGUA
(B} « PORCAQLATERAL
{7} - BORDA DO DORSO DA LINGUA



ANEXO 10. Resultados individuais da observagdio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6)

e sialoadenectomizados (0=6) , 2 dias apds 4 incculagdes com C.albicans.

e ——
[t ——rr

i

|

————
e

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE -
1.0 Regides no Regites no Regites no Regides e Regides no Regibes
dreas  dalingna  dreas  dalinpna  dreas da lingua areas da lingua 4reas  dalingus  areas da lingua
7 ¢ - 0 - G - 2 PV-PCS 4 PY-PCS $  PV.PG-PCS
8 0 - 0 - g 2 PV-PCE 4 PV-PCS 6  PV.PG-PCS
9 1 PV-PCSH 1 BPCSH I PV 0 - 0 - 0 -
10 1 PV 3 PV H PV 3 PY 3 PV 3 BV
i1 4 - 0 - 0 - 3 PY-PCS 3 PV-PCS 3 PV-PCS
12 0 - 0 = G - 2z PV PV 2 PV

o

I

i}

i

il




ANEXO 11 . Resultados individuais da observagdo de candidose no dorse da lingua de camundongoes normais {n=6)

e sialoadenectomizados (n=6) , 3 dias ap6s 4 inoculacdes com C.albicans.

o NORMAIS STALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.e Regites o Regides no Regidey .o Regibes n.e Regides no Regifes

dreas dalinguan  4dreas  dalingua  dreas da Hngua areas da lingua drens  dalingua  dreay da lingua
i3 p PCS z PCS 2 PCS 3 PV-PCS 2 PV-PCS 2 PV-PCS
14 0 = Q - 0 - 3 PV-PCS 3 PV-PCS 2 PCS
13 0 - 0 - 0 - I PV 1 PV i PV
16 0 - 0 - 0 - 4 PV-PCS 3 PV-PCS 2 PV.PCS
17 ] - € - 0 - H PCS 1 PCS 2 PV-BCS

i3 0 - 0 - 0 - 2 PV 2 PV-PCS 4 PV-PCS

il
il
|
il

"
e

#
H
i



ANEXO 12, Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) ¢
sialoadenectomizados (n=6) , 5 dias apds 4 inoculagdes com C.albicans.

|
|
|

NORMAIS - SIALOADENECTOMIZABOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.o Regides n.o Regibes n.o Regifes .o Regibes no Regides no Fegibes
dreas  dalingun  dreas  dalingua  dreas da lingua dreas da lingua dreas  dulingus  dress  da lingua
192 0 - 0 - & ~ 0 - it - 4] -
20 ¥ - 0 - 0 - G - 0 ~ 1 PCS
21 0 - 4] - 0 - 3 PV-PCS 3 PV-PCS 4 PV-PCS
22 8 - 0 - 0 - 1 PV i PV i PV
23 ¥ - G - 0 - 2 PY 2 PV 2 PV

0 - 0 - 3 F-PV-PCS 3 F-PV-PCS§ 4 PV.PCS

e
-

i
i
l

I
|




ANEXO 13 Resultados individuais da observago de candidose no dorso da lingua de camundongos normais {n=6) e
sialoadenectomizados (n=6) , 8 dias apds 4 inoculagdes com C.albicans.

- NORMAIS  SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE

no Regibes .o Regies n.o Regides no Regides n.o Regides n.o Regibes

dreas  dalingua  dreas  dalingua dreas da lingoa dreas du lingua dreas  da lingua &rgas da lingus
25 g - 0 - ] - 0 - 8 - o -
20 ] - & - it - 4 PV-PCS 4 PV-PCS 4 PV-BCS
27 0 - 0 - 0 - 0 - I PV 1 PV
28 4 - it - G - 4 BY-PCS 3 PV-PCS 3 PCS
25 0 - 0 - 0 - 2 PV-PCS 3 PV-PCS 2 PV-PCS
30 0 - 8 - 0 - 2 PV 2 PV 2 PV
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ANEXO 14. Resuitados individuais da observacdio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais {(n=6) e
sialoadenectomizados {n=6) , 15 dias ap0s 4 inoculagdes com . albicans.

e v ————— T A R ———— e .
e v A m— s

STALOADENECTOMIZADOS

NORMAIS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.o Regides no Regibes no Regibes 0o Regides no Regides .o Regides
Areas  dalingua  dress  dalingua  dress da lingua Areas da Hnoua dreus  dalinguas  Areas  dalingua
31 0 - 0 - 0 - 3 PY-PCS 3 PV-PCS 3 PY-PCSH
32 0 . 0 - 0 - Q - 0 - 0 -
33 0 - 0 - G - 0 - 0 - O -
34 {0 - 0 - 0 - 4 PV-PCS 4 PV-PCS 4 PY-PCS
35 0 : 0 - 0 - 0 : 0 ¥ 0 -
36 & - it - ¥ 2 - 0 - 0 -

f
i
i
i
]
|
i '
i
i
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ANEXO 15 Resultados individuais da observagiio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e
sialoadenectomizados (n=6) , 30 dias apds 4 noculagdes com C.albicans.

|
i

T NORMAIS o ~  SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIBOSE
.o Regioes n.o Regides ne Regibes no Regides n.a Regides n.o Regides
areas da Hngua dreas da Hngoa areas da lingua areds da lingua dreas da lingua areas  da lingua
37 0 - { - 4 - 0 ~ 0 - G -
38 ] - 0 - 0 “ G - 0 - 0 -
39 0 - ! " 4 - 4 PYV-PCS 4 PV-PCS 4 PV.PCS
44 (0 - 4 - 0 - 0 - 0 - 2 PV.pCS
41 { - 0 - ¢ - i
43 - 0 - 0 - O - 0 - 0 -

0

i

#

it

I
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ANEXO 16. Resultados individuais da observacio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) €
staloadenectomizados (n=6) , 45 dias apds 4 inoculagdes com C.albicans.

|

I

i

FF

~ NORMAIS — “SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIBOSE
n.o Regides 0.0 Regides n.o Regifes n.o Regides n.o Regides Lo Regides
dreas  dalingua  dress  dalingua  #reas da lingua dreas da lingua dreas  dalingws  dreas  dalingua
43 it - 2 PCS 2 PCS 4 PV-PCS 4 PV-PCS 4 PV-PCS
44 ] - 0 - 0 - 0 - Q - 0 -
43 0 - 0 - 0 - i PCS i PCS i PCS
46 0 - 0 - 0 - 2 PCS 2 PCS 0 -
47 ) - 0 - 8 - 0 - 0 - 0 -
43 0 - 0 - 0 - iy - a . { -

i

i

i

i

i

i
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ANEXO 17, Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e
sialoadenectomizados (n=6) , 60 dias apds 4 inoculagbes com Calbicans.

AR . re— ——

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.o Regifies nQ Regides no Regies no RegiSes 1.0 Regides n.o Regides
dreas  dalingup  dress  dalingua areas da lingua areas da lingua areas  dalinpus  dreas  dalingns
49 0 - 0 - { - 0 - 4] - o -
30 g - 4] - & - 0 - 0 - 0 -
51 0 - 0 - ] - 0 - 0 - g -
52 it - 0 - 0 - 0 - i PV 1 BV
53 0 - 0 - & - 0 - 0 - 0 “

1
H
i
i
H
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ANEXO 18. Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) ¢

sialoadenectomizados (n=6) , 75 dias apés 4 inoculagdes com C.albicans.

NORMAIS STALOADENECTOMIZABROS
ANTMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
ne Regibes o Regides Lo RegiBes .o RegiGes n.o Regifies .o Regides
4reas dalingua  dreas  dalingua  Areas da lingug greas da lngua dreas dalimmua  dreas dalingua
35 3 - 0 - 4 - g - & - 0 “
56 0 - s - 0 - 0 - i - g "
57 Y = 0 - 0 - 0 - i PY i Y
38 G - 0 - 0 - 0 - 9 - g -
39 0 - 0 - ] - G - 0 - 0 -
60 0 - 0 - 8 - 0 - 0 - G -
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ANEXO 19. Resultados individuais da observagiio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais {(n=6) e
sialoadenectomizados (0=6) , 90 dias apds 4 inoculagdes com Cl.albicans.

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS -
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
.0 Regides B0 Regides .o Regides n.o Regides no Regidey ne Regides
&reas  da lingua dreas  dalingua  dreas da lingua areas da lingua drecas  dalingua greas  da lingua
61 0 - 0 - 0 ~ g - 0 - ¢ -
62 0 - i - 0 - 0 - G - g -
63 0 - 0 - 4 - 0 - 0 - 0 -
64 ¥ - 0 - 0 - 0 - 0 - a -
63 0 - 0 - 0 - 0 - 1 PV 1 PV
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ANEXO 21. Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e
sialoadenectomizados (n=06) , 165 dias apos 4 inoculagdes com C.albicans.

ere et tredree iAot P ——rr At A
rrv———

|

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANTMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
.o Regides Lo Repibes no Regides a.o Regides Lo Regidey no Regides
dreas  dplingua  4reas  dalingus  dreas da lingua areas da lingua dreas  dalingua  areas  dalingua
73 0 - o - i - 0 - 0 - 0 -
74 o - 0 - G - 0 - 0 - ¢ -
73 0 - it - 0 - 0 - G - {x -
76 8 - 0 - 0 - 0 - it - Y -
77 0 - 0 - 4 - i - 0 - 0 “

78 0 . 0 - 0 - 0 - 0 - 0 ]

i
i
i
i




.
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ANEXOQ 22. Resultados individuais da observagiio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e
sialoadenectomizados (n=6) , 1 dia apos 1 inoculagdo com C.albicans.

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANTMAILS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.0 Rezides .o Regides n.o Regides n.e Regides n.e Regides no Regibes
dress  da lingua aregs  dalingus  Areas da lingua areas da lingua dreas  dalingna areas  da lingua
1 it - { - 0 - i PCS 2 BCS 2 PCS
2 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - G -
3 ] - g - ] - 0 - 0 - G -
4 0 - 0 - g - t - 2 PCS 0 -
3 ] - 0 - 0 - 4 - 4] - O -
& 0 - g - 0 - b - 0 - 0 -

44
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ANEXO 23. Resultados individuais da observaglo de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e
sialoadenectomizados (n=6) , Z dias apds 1 wnoculacho com C.albicans.

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.o Regides Lo Regibes 1m0 Regides n.o Regides n.o Regides no Regides
dreas  dalingua  dreas  dalingua  Areas dalingea | dreas da lingua areas  dalingus  dreas  dalingua
7 0 - 0 ~ Y - 0 - Y - 0 -
3 0 - 0 - ] - 0 - 0 - 0 -
9 Y - 0 - 0 - 0 - ¢ - Q0 -
10 g - 0 - 0 - Y - 0 - 0 -
11 0 - 0 - 0 - 0 - it - 2 PCS

12 O - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -

i
}
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ANEXO 24 Resultados individuais da observaciio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e

sialoadenectomizados (n=6) , 3 dias apds | incculagiio com Cl.albicans.

|

stiiboiipirerte

NORMAJS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE

no Regides .o Regides 7.0 Regites no Regides n.o Regides B Regides

dreas dalingua  drcas dalingua  Areas da lingua dreas da lingua dreas  dalingta  dreas  dalincua
13 ¢ - 0 - 0 ~ 4 - 0 - 0 -
i4 0 - 0 ~ 0 - 0 - 0 - 8 -
15 0 - 0 - 0 - 0 - it - 0 -
16 0 - 0 - G “ a - 0 - ) -
17 O - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 .
18 0 - Y - 8 = 0 - 0 - 0 -

it

|

i
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ANEXO 25. Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (=6) e
sialpadenectomizados (n=6) , 5 dias apos 1 inoculagdo com C.albicans.

T NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMALS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.o Regides n.o Regides no Regides .o Regites no Regibes noe Regides
dreas  dalingua areas  da lingua dreas da lingua areas da lingna dreas  da lingug areas  da lingua
19 g - 0 - 0 - 1 PCS 1 PCS 1 PCS
20 0 - it . 0 - 0 - 0 - 0 -
21 ] - 0 - g - G - 0 - 0 -
22 it - 0 - H - g - 0 - 0 -
23 0 - O - 0 - O - 0 “ Y -

24 { - 0 - 0 - 0 - 0 - & -
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ANEXO 26. Resuitados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e
sialoadenectomizados (n=6) , 8 dias apos 1 inoculagio com C.albicans.

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE

no Regifes o Regides no Regibes no Regides Lo Regides no Regides

dreas  dalingma  dreas  dalingus  dreas da lingua | Areas da lingua dreas  dalingua  &reas  dalingua
25 0 - 0 - O - ¢ - G - 0 -
26 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 1 PCS
37 0 - 0 - 0 - 0 - Q - 0 -
28 0 - 0 - 0 - 2 PV-PCS 2 PV-PCS 2 PV-PCS
29 0 - 0 - 0 - 2 PY-PCS 2 PV.PCE 2 PV-PCS

30 0 . ] PCS 0 - 0 . 0 - 0 .

|
{
{
!
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ANEXQ 27. Resultados individuais da observagdo de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e

sialoadenectomizados (n=6) , 15 dias apds 1 inoculagio com C.albicans.

~ NORMAIS  SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.o Regides n.o Regides .0 Regides no Regides n.o Regides o Regibes
greas  da Mnguwa  dreas  dalingua  dreas da lingua areas da lingua dreas  dalngua  dreas  dalingua
31 0 - 0 - 0 - H pPCS iy - 0 -
32 ) ~ 0 - Q - 2 PCS G - 2 BCy
33 0 - 0 - 0 - g - 0 - g -
34 0 ~ 0 ~ 0 - 0 - 0 - 0 -
35 0 - 0 - 0 - 1t - f - it -
36 0 - G - it} - 0 - G - { -

44

i

{3

H

i

i
i
]




ANEXQ 28. Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (1=6) e
sialoadenectomizados (n=6) , 30 dias apds 1 inoculagiio com Cl.albicans.

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE

no Regides .o Regifes .o Regides Lo Regides .o Regides no Regides

areas dalingua  dreas  dalingua  dreas da lingua areas da lingua dress  dalingus  dreas  da lingua
37 ] - G - 0 - 0 - 0 - { -
38 0 - 0 - 0 - 1] - ] - G -
39 0 - 0 - 0 - 2 PV-PCS 2 PV.PCS 2 PYV-PCS
40 a9 - g - g - 4 - 0 - 0 -
41 § - 0 ~ (3] - 0 - O - Y -
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ANEXO 29. Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) ¢
sialoadenectomizados {n=6) , 45 dias apés 1 inoculagdo com C.albicars.

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE

no Regifes n.o Regides ne Regifes e Regides no Regifies noe Regides
areas  dalinous  dreas  dalinguas  dreas da Hogua dreas da lingua dreas  dalingun  aress  dalingua

43 0 - 0 - 0 - 0 - 0 ~ 0 -

44 0 - 0 - G - i - 0 - g -

43 8 - G - 0 - 0 - o - 0 -

46 0 - 0 - G - 0 ~ 0 - 0 -

47 0 - & - 0 - { - 0 - & -
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ANEXO 30. Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundonges normais (n=56) e

sialoadenectomizados (n=6) , 60 dias apos | inoculagio com C.albicans.

NORMAIS

rin e rterer e e atr]

SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE

1.0 Rigides no Regies n.o Regides no Regibes n.o Regites n.o Regibes

dreas  dalingua  dreas  dalingua  &reas da lingua areas dalingua  4reas  dalingun  dreas  dalingua
49 0 - ] - 4] - 0 - 0 - 0 -
3¢ 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
33 0 - 0 - 8 - 0 - 0 - ] -
59 0 - G - 0 - g - 0 - 0 -
53 O - 0 - 0 - 0 - 0 - Q -
54 8 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 .

I
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ANEXO 31. Resultados individuais da observagio de candidose no dorso da lingua de camundongos normais (n=6) e

sialoadenectomizados (1=6) , 75 dias apds 1 inoculaglio com C.albicans.

NORMAIS SIALOADENECTOMIZADOS
ANIMAIS A B C A B C
CANDIDOSE CANDIDOSE
n.o Regides no Regides noe Regites o Regities 5o Repides n.o Regides
greas  dalingua  dreas  dalingus  dreas da lingua areas da lingua dreas  dalngua  dreas  da lingua
35 0 - 0 - 0 - 2 PCS 2 BPCE 2 PCS
36 0 - 0 - G " 0 - 4 - 0 -
37 0 - 0 - 0 - it - 0 - 9 -
38 0 - 0 - 0 - 6 - O - 0 .
59 4] - 9 - 0 - O - g - 0 -
64 0 - t - 0 - 0 - G - ] -

i

i
|




