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Introducgio



Introducio

A candidose € 2 micose mais comum da cavidade bucal, sendo C. albicans a
ptincipal  espécie  envolvida. Considerada infec¢iio  opoftunista, com
desenvolvimento relacionado & fatores predisponentes locais ou sistémicos. A
infeccdo por Candida é freqliente no palato de portadores de priteses totass, na
glossite rombdide, imunossuptimidos e naqueles que recebem antibioticoterapia
ou drogas que causam xerostornia. Candida pode infectar secundariamente lesGes
bucais como liquen plano, leucoplasias e carcinomas. A freqiiéncia, 0 mecanismo
de ocorréncia, assim como o significado da infeccio em cada uma dessas doencas
nio e conheado. Nio ha evidéncias da participacdo da candidose no
desenvolvimento de carcinomas bucais, mas alguns trabalhos mostram que a
presenca de Candida aumenta a severidade das displasias. Recentemente,
BARRET et al. (1998) verificaram que 223 bidpsias da mucosa de boca (4,7% do
total de wmn periodo de 5 anos) foram positivas para Candida. Houve associagao
positiva com displasia epitelial moderada e severa, glossite rombdide medianz e
papilomas escamosos. Houve correlacio negativa com crescimentos fibrosos
benignos, hiperqueratoses benignas, liquen plano e granuloma piogénico. Apenas

3.1% dos carcinomas espinocelulares foram positivos mas 15.2% das displasias
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epiteliais severas e 18% das moderadas tinham hifas no epitélio. LIPPERHEIDE
et al. (1996) sugerem que C. albicans possul alto potencial de adaptacdo as
alteracbes associadas com o desenvolvimento de leucoplasias e liquen plano.
ROED-PETESEN et al. (1970) encontrou 31% das leucoplasias positivas para o
fungo e 40% mostravam atipia. Experimentalmente, ZHANG et al (1994)
observaram gue mucosa bucal de hamster com hiperplasia epitelial benigna e
displasia epitelial com varios graus de severidade causadas pelo DMBA, quando
inoculadas com C. afbicans desenvolviam displasia nas areas de hiperplasia epitehal
benigna. Estes dados ainda ndo permitem inferir se o fungo causa displasia
epitelial, mas confirmam a maior freqiéncia de Candida em lesdes com potencial
de malignidade. Candidose experimental em ratos é mais freqiente e mais intensa
em animais sialoadenectomizados e/ou tratados com andbidticos. O objetivo
deste trabalho € verificar o desenvolvimento de candidose em ratos portadores de

carcinomas de lingua, provocado pelo 4NQO.
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Revisio da Literatura

1  Candida albicans

O género Candida compreende aproximadamente 200 espécies
distribuidas na natureza, sendo que alpumas dessas espécies podem viver
como saprofitas ou parasitas no homem e animails (KREGER-van RIJ,
1984; SHEPHERD et al., 1985, SHEPHERD, 1990). Deuntre as espécies de
Candida, 2 C. albicans merece malor destaque na micologia médica, por sua
alta patogenicidade, entretanto espécies como C. #ropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. guilliermondii podem ser isoladas de seres humanos sadios ou
apresentando micoses superficiais e profundas (STENDERUP, 1990).

As espécies do género Candids estio amplamente distribuidas na
natureza, ¢ todas elas s@o capazes de sobreviver sem um hospedeiro
especifico. Vatias espécies do género foram isoladas da agua do mar, dgua
de esgoto, frutas, laticinios, aves e mamiferos. No homem pode ser isolada
da orofatinge, boca, secrecio bronquica, dobras da pele e vagina, podendo

ser eliminada pela urina e fezes desses individuos.
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As leveduras do género Cawdida apresentam motfologia vatiada.

Comumente sio ovdides, mas sua forma pode variar de redonda, cilindrica
e alongada a apiculada (com uma proje¢io em uma ou ambas 2s
extremidades), triangular ou tubular. Sua reproducio vegetativa se da por
brotamento muitilateral; as pseudohifas geralmente sio bem desenvolvidas,
mas podem ndo estar presentes ou ser apenas rudimentar em algumas
espécies do género. Nio se observam a produgio de pigmentos
carotenodides; algumas espécies elaboram exopolissacirides, cuja tonalidade
varia do verde ao purpura quando expostos a coloragio de iodo (MEYER,
1984).

Na forma de leveduras apresentam-se como células globosas,
ovaladas ou alongadas, medindo ern média 3 2 7 um de largura e 3 a 14 pum
de comprimento. Na forma de micélio, suas células apresentamn-se como
filamentos, denominados pseudchifas, podendo também formar hifas
verdadeiras, especiaimente quando o suprimento de oxigénio é baixo, como
ocotre em colénias submersas em meio agar € em sedimentos de caldo de
cultura. S3o microrganismos Gram positivos, cultivados em aerobiose,
podendo também crescer em anzerobliose, o que acentua a formacio de

micélio iz vitro (PETTINATI, 1980, MEYER, 1984).
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Em agar Sabouraud, C albscans apresenta-se como colénias brancas
ou branco-amareladas, com difmetro variando de 4 2 8 mm, Umidas e
cremosas e com odor caracterfstico. Em meio de cultura liquido forma
sedimento e em microcultivo, agar fuba, produz estrururas esféricas
caracteristicas denominadas clamidoconidios (vesiculas de parede espessa
que nio germinam nem produzem esporos). A identificagio da espécie C.
albicans € feita através do microcultivo em dgar fubd, para obsetvagdo do
clamidéspoto; semeadura em soro a 37°C para observagio da produgio de
tubo germinativo e provas bioquimicas de fermentacio e assimilacdo de
agticares. C. afbicans fermenta glicose e maltose, ndo ocorrendo fermentagio
da lactose € na maionia das vezes da sacarose; sendo a fermentacdo da
galactose varidvel. Como fontes de carbono udliza dextrose, galactose,
maltose, trealose, xilose, sacarose € manitol; eventualmente arabinose, ribose
e glucitol.

C. albicans € classificada em sorotipos A e B, sendo que o sorotipo A
predomina em candidoses e estomatites por protese total; enquanto que o
sorotipo B € o mais isolade de pacientes imunossuprirnidos, como na

AIDS,
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Nos tecidos, C. afbicans induz reagdo inflamatéria aguda, com
edema, infiltrado inflamatérioc neutrofilico, com producio de
microabscessos. Nas superficies mucosas o crescimento miceliano € intenso,
formado por massas de filamentos e leveduras, levando 4 formacgio de
ulceracoes (PETTINATI, 1980). Praticamente todos os 6rgiios e tecidos do
corpo podem se tormar locais de colonizacio por Camdida e de doenca

clinica manifesta, como demonstrado no quadro abaixo,

Quadro 1- Envolvimento de espécies do género Candida na producio de

doencas.
Doenga ou local albioans guilier krusel  parapsi poends steln Iropicalis
ANALSMICo nondi dpiis tropicaks toidea
Hndocardite X X % x X x
Candidemia X 3 x X X b b4
SNC X x -4
Infeccio ocular X L' X x
Trato gastrintestinal X X X x x X
Trato respiratorio X % X x x %
gemitais x .4 x
Trato urinatio % x X % X X x
Pele % x x x

1.1 Patogenicidade da C. albicans

Patogencidade ¢ a capacidade de um microrganismo em causar doenca,

em conseqiéncia de sua interacio com o hospedeiro. Vatrios fatores tém sido

mnplicados na patogenicidade da Candida, entretanto ainda ndo estio totalmente
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compreendidos. Os fatores mais comumente implicados sdo: capacidade de

aderéncia as mucosas e outras supetficies; capacidade de formar pseudohifas;

formacio de tubo getminatvo; producio de enzimas histoliticas e endotoxinas.

1.2 Mecanismos de aderéncia da C. albicans

A aderéncia das leveduras as células epiteliais ¢ wm dos passos mais
importantes no desenvolvimento de candidose (KIMURA et al, 1978;
GHANNOUM, et. al, 1990). A aderéncia da Candida 2 mucosa bucal ocottre
principalmente pela interacio entre adesinas do microrganismo e receptores nas
células epiteliais. As possiveis adesinas da Candida sio tnanoproteinas, glucano e
guitina, proteinas da parede celular ¢ lipidios. Essas adesinas encontram como
receptores moléculas de fibronectina, fucose, lipidios, manose, N-
acetiiglicosamina, mucinas, lamininas e colageno (DOUGLAS, 1985;
DOUGLAS, 1987, GHANNOUM, 1988; KENNEDY, 1988; OLSEN, 1990).

A aderéncia é necessiria para a colonizacio inicial e contribul para a
persisténcia da Candida no hospedeiro. Sem se aderir, 2 taxa de crescimento de C.

albicans é insuficiente para manter o fungo na boca ou trato gastrintestinal.
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A maioria dos estudos sobre adeténcia de Candida é realizada s wire. Em
cultura de células da ﬁmcosa do dosso da lingua de ratos recém-nascidos,
HOWLETT (1976) estudou a adeténcia e capacidade de invasio de C. afbicans, C.
krusei, C. parapsilosis ¢ C. guilliermondii. C. albicans foi a Unica espécie capaz de
invadir todos dos tecidos, inclusive o estrato coétneo. RAY et al. (1984)
observaram aderéncia de Candida aos queratindcitos e as celulas mucosas e
‘sugeriram que a aderéncia ds células epiteliais fornece estimulo para 2
transformacio micelial. DOUGLAS (1984) demonstraram que amostras de C
albicans isoladas de infeccOGes da cavidade bucal sio mals wvirulentas para
camundongos e mals adetentes que amostras isoladas de portadores
assintomaticos. COTTER et al (1997) demonstraram que alteracOes na
membrana de células nos estigios iniciais de apoptose diminui a aderéncia de
C.albicans.

Numerosos fatores podem influenciar na adesio de Candida. As condigGes
de cultvo das leveduras sdo de extrema importancia. ANTLEY & HAZEN
(1988) demonstraram que células de C. albicans que cresceram 3 temperatura
ambiente sio mais virulentas para camundongo que aquelas cultvadas a 37°C.
KENNEDY & SANDIN (1988), consideram importante o meio utilizado para

cultivo. Os autores sugerem que a utilizagio de diferentes meios de cultura pode
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explicar as discrepdncias na literatura referentes 4 natureza bioquimica dos
componentes de superficie responséveis pela adesio da levedura.

MACOURTIE & DOUGLAS (1984) encontraram relagio direta entte a
composicao da superficie celular, aderéncia e viruléncia de C. albicans. Amostras
de C. albirans foram capazes de sintetizar uma camada de superficie fibrilar em
respostas as altas concentracdes de acicar no meio e esta modificacio resultou
no aumento de adesio as células epiteliais bucais e na viruléocia para
camundongos. Assim, essas alteragbes devem ter importincia 7w,
principalmente em. individuos com dieta rica em catboidratos. Além disso, as
fibrilas representam apéndices semelhantes as {imbrias, responsiveis pela
aderénela bacteriana, cuja presenca j4 foi relatada por GARADINER et zl
(1982,

Dentre as espécies de Candida, 2 C. albicans possui maior capacidade de
aderéneia as células epiteliais e outras superficies, o que pode estar diretamente
relacionado com sua maior patogenicidade em comparagio com as outras
espécies (KIMURA, 1978).

O papel da saliva na aderéneia de Candids as células epiteliais €
controverso. A inibicao da aderéncia de Candida pela saliva depende amplamente

dos residuos de manose nas proteinas salivares (UMAZUME et al,, 1995).
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1.3 Capacidade de produzir pseudohifas e tubo germinativo

Tubo germinativo é uma estrutura desenvolvida apenas pela espécie C.
albicans, que aumenta sua capacidade de aderéncia as células epiteliais, ao acrilico e
pele; e também propiciam aumento da habilidade invasiva as células do
hospedeiro (KIMURA & PEARSAL.,, 1980; RAY & PAYNE, 1984). Além disso,
o mbo germinativo apresenta outras adesinas que nido estio presentes nos
blastoporos, que ajudam a aumentar a aderéncia. Na forma de filamentos a
Candida causa doenga. Amostras que formam pseudohifas sdo mais patogénicas
que aquelas ndo produtoras (FISKER. et al, 1982; JORGE et al, 1993). A
relacdo entre a forma miceliana e infeccio implica no fato de que as pseudohifas
sao mais resistentes do que as leveduras 4 fagocitose por neutrdfilos, penetrando
com mais facilidade nos tecidos, provavelmente pela atividade fosfolipasica
concentrada em suas extremiéades (GHANNOUN & ABU-ELTEEN, 1990;

HEIMDAHL & NORD, 1990).
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14  Producio de toxinas e enzimas

A secregio de enzimas hidroliticas geralmente contrdbuem para a
patogénese de infeccOes mictobianas (VOLKMANN, 1990). C albicans &
produtora de numerosas enzimas, entre elas fosfolipase, lipase,
tosfomonoesterase, hexosaminidases e pelo menos 3 proteinases asparticas
(WHITE et al,, 1993; ODDS, 1994).

Enzimas e toxinas produzidas pela Candida sio determinantes importantes
de patogenicidade da levedura e favorecem sua implantacio e penetragio no
tecido. A proteinase, produzida por C. albicans é capaz de degradar IgA secretdria
e sérica presente na saliva. KAMINISH et al. (1988) descreveram producio de
proteinase pela C. albicans, com capacidade de degradar colageno, sendo por esta
razio mals invasivas que as demais espécies. A proteinase ¢ produzida
pracipalmente por espécies patogénicas de Candida. A relacio dessa enzima com
a viruléncia foi determinada utdlizando-se amostras mutantes deficientes em
proteinase (ROSS et al., 1990).

GHANNOUM & ABU-ELTEEN (1986) estudaram a relacdo entre a

produgio de proteinase e a aderéncia e patogenicidade de amostras de C. albicans
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para células epiteliais de camundongo e verficaram que das 53 amostras
utilizadas, todas eram produtoras da enzima e apresentavam habilidade de adesio
as células. Quanto maior a producio de proteinase pela Candida, maior 2
capacidade de adesio e maior patogenicidade para camundongo, quando
inoculadas endovenosamente. Achados semelhantes foram relatados por BORG
& RUCHEL (1988). Os mesmos autotes, em 1990, obsetvaram que amostras de
Candida altamente produtoras de proteinase podem germinar dentro de
macréfagos, levando-os 4 morte.

Fosfolipase e lipofosfolipase foram demonstradas por PUGH &
CAWSON (1975) em blastéporos, pseudohifas, membranag e parede celular de
C. albicans. Amostras com atividade fosfolipasica aumentada aderem-se mais
fortemente 3s células epiteliais bucais (BARRET-BEE, 1985). Producio de
hialuronidase foi observada em 50% de amosiras de C. tropacaiis e C. guilliermondis;
em 44% de C. parapsilosis e em 16% de C. kruser.

A produgio de toxinas por espécies de Candida toi sugerida por HENRICI
(1940 ¢ SALVIN (1952). Dentre as toxinas, a canditoxina € a melthor
caractetizada (IWATA, 1975). E uma endotoxina de natuteza protéica, de alto
peso molecular, localizada no citoplasma da célula, cuja acdo parece estar

relacionada com 2 liberacido de histamina dos mastocitos.
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Fatores Kilkr, séo substincia protéicas secretada sz zdfro por virias cepas de
C. albicans, que nibem o crescimento de outtos fungos e bactétias, semelhante as
bactedocinas. O efeito Kilkr fol primeiramente observado em leveduras
Saccharomyces ceremseae, sendo posteriormente encontrado na Canrdida, Cryptococeus,
Debaryomyces, Hansennla e Tornlopsis. As toxinas Kifler agem na membrana
citoplasmatica, levando a um aumento da permesbilidade, com perda de potissio,
mibicao do transporte ativo de aminodcidos e acidificacio do interior celular,
levando 4 morte celular (BEVAN, 1963; POLONELLI & MORAGE, 1984;

BENDOVA, 1988).

1.5 Presenca de Candida albicans na cavidade bucal de humanos

As leveduras sio os unicos fungos pertencentes 2 microbiota normal do
homem, podendo ser isoladas de cerca de 60 a2 70% de adultos jovens sadios
(STENDERUP, 1990), existundo relagio direta entre o grau de acidez salivar e a
ocorréncia desse fungo na boca. A presenca de espécies do género Candida na
cavidade bucal pode apresentar um indice de vanacio entre 35 a 60% em

individuos sadios, sendo essa variacdo decotrente provavelmente dos diferentes
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métodos de coleta, origem das amostras, meio de cultura, grupos de individuos
estudados e métodos de analise (FOTOS, 1991; MARSH et al., 1992).

GERGELY & URY (1961) encontraram um indice de 70% de C. albicans
na cavidade bucal de individuos sadios, Utdlizando-se da mesma metodologia,
esses autores estudaram a variacdo didria de fungos na boca durante 8§ dias e
observaram grandes variacdes no mesmo individuo. WILLIAMSON (1972)
encontrou variagdes semelhantes e sugere que as contagens devem ser realizadas
em varios dias para a determinacio da populacio de Candida e um individuo.

ARENDORF & WALKER (1979, 1980) obtiveram cultufas positivas para
leveduras, utilizando-se de viras técnicas, sendo C. albicans identificada em 88%,
C. kruset € C. guilliermondis em 4%.

C. albicans ndo estd distribuida uniformemente na boca, sendo o dorso da
lingua o reservatorio primario do fungo, a partir do qual o testante da mucosa,
superficie dos dentes, placa bacteriana e saliva tornam-se colonizados
secundariamente.

Em criancas, A presenca de C. albicans é relatada na cavidade bucal de 5 2
7% npas primeiras horas pds-parto; em 14,21% apds 1 semana; em 49% das
criangas entre 3 a 5,5 anos e em 65% nas criangas de 6 a 12 anos (RUSSEL &

LAY, 1973; LAY & RUSSEL, 1977). No estudo desenvolvido por
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BERDICEVSKY et al (1984), Candida estava presente em 49% das criancas

entre 3 2 5,5 anos € em 65% nas de 6 a 12 anos.

DARWAZEH & AL-BASHIR (1995) estudaram a presenca de Candida na
cavidade bucal de 206 criancas sauddveis entre 2 2 11 meses de idade. Espécies de
Candida foram isoladas em 48% das criancas, sendo C. afbicans a mais frequente
(30,6%), seguida de C. parapsilosis (5.8%). Os autores conchuram que Candida
constitul parte da microbiota comensal bucal em aproximadamente 50% das
criancas saudaveis com menos de 1 ano de idade, nio levando em consideracio o
género ¢ aspectos alimentares.

No estudo realizado por JORGE et al. (1997), a presenca de espécies do
género Candida foi pesquisada em 570 individuos notmais ¢ 493 pacientes com
diferentes fatores predisponentes locais. Os grupos com fatores predisponentes
apresentaram 73,80% dos pacientes positivos para Cawdida, enquanto que no
grupo de individuos normais, a porcentagem foi de 38.42%. Neste estudo
observou-se ainda que a espécie predominante era a C. albicans e que 0s grupos
com fatores predisponentes, principalmente os usuarios de protese, apresentaram
maior diversidade de espécies.

Pacientes sadios geralmente apresentam baixas contagens de Candida na

cavidade bucal. Paclentes com candidose apresentam contagens de C. a/bicans
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geralmente superiores a 400 ufc/ml de saliva, enquanto que nos portadores, os
valores sio sempre inferiores a este. WILLIAMSON (1972) relata que valores
entre 300 e 500 ufc/ ml sdio encontrados em individuos sadios, embora esses
valores variem de acordo com o perfodo do dia em que a pesquisa € realizada. Os
portadores apresentam os maiores valores pela manhi e ao final da tarde. Em
pacientes hospitalizados, C. albicans ¢ isolada em valores superores a 30%,
atingindo indice semelhante em pacientes portadores de AIDS (ODDS, 1987,
FRANKER et al, 1990; WILKIESON et al, 1991).

Varios fatores podem mnfluenciar no estado de portador dos individuos.
Entre esses fatores estio a dieta, interacOes com a mictobiota bacteriana,
diferengas no tecido do hospedeiro e fluidos corpdreos, presenca de anticorpos
especificos, componentes do soro e grupo sanglineo (WILLIANSON, 1972y
JENKINS, 1977, ROGERS & BAILISH, 1980; SAMARANAYAKE, 1986
BUDTZ-JORGENSEN, 1990; STENDERUP, 1990). Os Individuos nio
secretores de grupos sangiineos na saliva possuem maior predisposicio 2
candidose (BURFORD-MASON et al., 1988).

O fator idade parece influenciar na presenca e Cundide. Em cnangas, o
sistema imunolégico imaturo favorece a implantacio do fungo. Ja na idade

avangada, a presenca de doengas sistémicas e o uso de medicamentos pode
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favorecer o estado de portador de Candide (RUSSEL & LAY, 1973; BASTIAAN

& READE, 1982).

2 Candidose bucal

Candidose € a micose mais comum da boca. C. albirans ¢ a espécie mais
frequentemente envolvida, sendo que a infecgo € factitada por fatores locais ou
sistémicos, como uso de proteses totals e imunossupressio (STENDERUP,
1990). Outras espécies de Candida estio sendo freqlentemente isoladas,
particudarmente de individuos imunocomprometidos (ODDS et al, 1989;
NORD, 1990). Candidemias em pacientes recebendo terapéutica anti-fingica séo
cansadas por espécies nao C. albicans, como C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata.
Isto € relevante porque as espécies ndo C. afbicans sio mais resistentes aos agentes

ant-fungicos (NGUYEN et al,, 1996).

2.1  Fatores predisponentes a candidose

A candidose bucal é uma infecio oportunista. A capacidade da Candida de

causar infecgdo esti relacionada ao estado geral de saidde do hospedeiro ou 2
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presenca de fatores predisponentes locais ou sistémicos. Assim, a viruléncia da

Candida é determinada mais pelo hospedeiro que por fatores inerentes 4 préptia

levedura (ALLEN, 1992; BUDTZ-JORGENSEN, 1990).

A relacio dos ptincipais fatores predisponentes com o tipo de candidose

bucal e seu aspecto clinico foi descrita por CANNON (1995) e estd demonstrada

no quadro abaixo.

Quadro 2 ~ Relacio entre fatores predisponentes, tipo de candidose ¢ aspecto

clinico das lesoes.

Fatores predisponentes

Candidose bucal

Patologia

Idade( recém-nascidos e idosos)
Deeficiéncia nutricional
Uso oral on sistémico de esterdides
Antbidticos de largo espectro
Lesio maligna
Quimioterapia
Disfungio fagocitiria
Disfungio na imunidade mediada por
células
AIDS

Candidose
Pseudomembrancsa

Placas brancas e cremosa sobge 2
superficie da mucosa bucal e
lingua, formando
pseudomembranas confluentes,
semethante 4 coagulo. A
raspagem da pseodomembrana
revela uma base etitematosa
inflamada.

Uso de préteses bucais
Hibito de sugar o polegar

Candidose atrdfica exdnica
{estomatite por prétese)

Edema e eritema crdricos, do
palato duro '

Fissuras e incrustracdes nos

Queilite angolar cantos da boca, comumente
associada com estomatite por
protese.
Lesdes pequenas, geralmente na
Asma/ uso de corticosterdides Candidose atréfica aguda | lingua, com inflamacio ¢ aspecto
Antbidticos de largo espectro vermelho dos tecidos
: citcundasntes.
Hiperplasia celular Candidose hiperpldsica Lestes nodudares, duras e
Céncer bucal cronica (Jeucoplasia por cronicas na superficie da lingua
Tabaco Candida) ou na bochecha. Candida

Uso de proteses bucais

associads 2 hiperplasia das células
epiteliais do hospedeiro,
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Dentre os fatores locais, a xerostomla e o uso de antibidticos sfo
considerados os mais importantes, principalmente pela alteracio do equilibrio da

microbiota indigena bucal FOTOS et al., 1992) .

Xerostomia

Em individuos xerostomicos, a auséncia da saliva favorece a implantacio
de Candida, primeiro porque nestes individuos a lmpeza mecinica da boca,
exercida pela saliva, estd ausente ou diminuida, contribuindo para a presenca de
maior ndmero de microrganismos na boca e para a retengdo de alimentos. Além
disso, a saliva possui substincias antimicrobianas como a hisozima, lactoferrina,
lactoperoxidase e glicoproteinas, responsaveis pela integridade local. Polipeptidios
ricos em histidina da saliva dd parétida possuem acio anti-fingica, inibindo o
crescimento de C. albicans in vitro, podendo ter 2 mesma agio iz v (PARVINEN
& LARMAS, 1981; OKSALA, 1990).

Sindrome de Sjogren, radioterapia de cabeca ¢ pescoco e o uso de

medicamento sdo as principals condicées que podem levar 2 xerostomia

(HERNANDEZ et al, 1989; HEIMDAHL & NORD, 1990).
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A xerostomua pode resultar no ressecamento da mucosa bucal, fissura na
lingua e labios ¢ freqiientes ulceracdes (GLASS, 1984). Xerostomia induzida por
radiacio em pacientes com cincer, causa aumento no numero de Cawndida na
boca, com reducio no nivel de imunoglobulina na saliva e ulceragées na mucosa
bucal (WAHLIN, 1991).

Vianos estudos experimentais tdm demonstrado os efeitos da xerostomia
na candidose bucal. MEITNER et al. (1990) desenvolveram candidose mais
intensa na boca e esbfago de ratos com fluxo salivar reduzido. No estudo
realizado por JORGE (1991}, apds 3 inoculaches consecutivas de C. adbicans,
candidose foi observada em 70% dos ratos xerostdémicos e em 20% dos animais

com salivacio normal,

Antibiéticos e Quimioterapicos

O uso de antibidticos, prncipalmente de largo espectro, pode impedir ou
inibir 0 desenvolvimento de microrganismos indigenas que atuariam como
antagonistas 3 implantacio da levedura, seja por competicio por alimentos ou
pela aderéncia 4 receprores nas células epitelials gue também servem de

receprores para a Candida (OKSALA, 1990).
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Quimioterapicos usados no tratamento de neoplasias malignas pode causar
alteracio na quantidade e fluxo salivar e a mucosa fica mais susceptivel a
ulceraches por trauma, que podem favorecer a retencio, aderéncia e colonizagio
pelo fungo. ROSSIE et al. (1987) relatam aumento do ntmero de Candida
recuperada em 47% dos pacientes que apresentavam culturas negativas antes da
radiacio. Em 50 pacientes com cincer bucal estudados antes ¢ durante
radioterapia por PAULA et al. (1990), C. albicans foi 1solada em 30%; C. fropicalis
em 12%; C glabrata ¢ C. krusei em 4%, C. parapsilosis ¢ Candida ssp em 2% dos

pacientes.

Deta

Quando rica em cathoidratos soliveis favorece o desenvolvimento de
candidose bucal, possivelmente porque os carboidratos, como a glicose, servem
como substrato metabdlico, estmulam o crescimento fiingico ¢ aumentam a
capacidade de aderéncia da Camdida (JENKINS, 1977, SAMARANAYAKE,
1986).

Fatores nutticionais incluindo deficiéncias de fetro e vitaminas tém sido

relatados na patogénese de infeccdes bucals por Candida. lons ferro patecem
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atuar modulando o sistema de lactoferrina e lisozima, alterando o titmo de
crescimento de células epiteliais ou reduzindo a fagocitose e produgio de

anticorpos (WALKER, 1973; FLETCHER, 1975).

Desordens endécrinas e imunossupressio

Nas  desordens enddcrinas  como a  diabetes mellitus e
hiperparatireoidismo, sio observadas altas taxas de candidose. KNIGHT &
FLETCHER (1971) relatam que pacientes diabéticos possuem concentragbes
elevadas de glicose na saliva, o que pode favorecer o crescimento de Candida. Em
412 pacientes diabéticos estudados por FISKER et al. (1987), 210 (51%) eram
portadores de Candida, sendo C. albicans a espécie isolada em 89% dos casos. Em
diabéticos conttolados e nio controlados, a incidéncia de C. albicans fo1 de 51.7%

dos pacientes controlados e de 62.5% dos nio controlados.

Qutros fatores

O papel do tabaco na candidose bucal é controverso. O aumento da

queratinizacio do epitélio em pacientes fumantes parece facilitar 2 aderéncia de
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Candida ao epitéio. ARENDORF et al. (1982) observaram relacio entre

infecgdes na mucosa bucal e tabagismo, entretanto outros estudos ndo observam
essa relagio (OLIVER & SHILLITOE, 1984; BASTIAAN & READE, 1982),
Fatores como gravidez e uso de protese foram relacionados a presenca de
Candida na cavidade bucal provavelmente por causar alteracio no fluxo salivar ou
na imumnidade causadas pelo desequilibrio hormonal. IACOPINO & WATHEN
(1992) relatam que 65% dos usudrios de prétese desenvolvem estomatite por
Candida. Bsta condicio pode ser favorecida quando a higienizacio da boca e da
protese sio preciras. BUDTZJORGENSEN et al (1975), encontraram
prevaléncia de 86.5% de portadores de Candids entre pacientes com mucosite

por protese, sendo C. albicans a espécie isolada com maior freqiéncia.

2.2 Classificagio das candidoses bucais

De acordo com seu aspecto clinico, a candidose bucal é classificada em
aguda e cronica. As formas agudas sfo subdivididas em pseudomembranosa e
eritematosa. As candidoses crénicas sio subdivididas em psendomembranosa,

tipo "placa”e nodular (HOLMSTRUP & AXEL, 1990).
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Clinicamente, as lesbes da forma pseudomembranosa aguda aparecem
como placas brancas e cremosas, com localizagio principalmente na lingua,
palato e bochechs, podendo ocotrer também na gengiva e soalho de boca.
Histologicamente, a pseudomembrana € formada por tecido necrético, testos
alimentares, leucécitos e bactérias, juntamente com leveduras e pseudohifas -de
Candida, que podem apresentar invasio na camada queratinizada do epitéhio.
Acantose, edema e microabscessos também estio presentes. Infiltrado
inflamatério PMN, linfocitos e macrofagos estio presentes no tecido conjuntivo
BUDTZJORGENSEN, 1990).

A candidose eritematosa aguda apresenta-se como areas avermelhadas com
bordas pouco definidas, na maioria dos casos estz localizada no dotso da lingua,
podendo estender-se as comissuras labiais e faringe (LEHNER, 1964). As areas
despapiladas apresentam sintomatologia dolorosa. Histologicamente, o aspecto é
semelhante a0 observado na pseudomembranosa, eattretanto a quantidade de
hifas € menor e a reacio inflamatétia no tecido conjuntive é mais acentuada
BUDTZ-JORGENSEN, 1990).

As formas crOnicas pseudomembranosa e erjtematosa sio freqlentemente
observadas em individuos imunossupritnidos. O dpo "placa” é encontrado

principalmente no lébio, lingua e bochecha, e clinicamente apresentam-se como
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placas brancas, geralmente firmes e persistentes, citcundadas por eritema. Na
forma nodular ha 2 formagio de pdpulas ou nédulos (BUDTZ-JORGENSEN,
1990; HOLMSTRUP, 1990) .

Quetlite angular, estomatite por protese e glossite rombdide mediana sio
denominadas lesdes associadas a4 Candida. A etiologia dessas lesdes € discutida,
entretanto acredita-se que sejam decorrentes de associacdo microbiana com
leveduras (ARENDORF & WALKER, 1984, ARENDORF & WALKER, 1987).

A candidose mucocutinea cronica € observada principalmente na boca, pele
e unhas. Quando localizada na cavidade bucal, a lingua é o principal sitio
envolvido e pode apresentar fissuras e nddulos hiperplasicos nas bordas laterais.
F uma doenca rara, com manifestacio grave, que coustitui um grupo de
desordens heterogéneas, assocladas a deficiéncias imunoldgicas, endoOctinas e
metabolicas. Candidose bucal pode ser observada em 90% dos casos e sio
semethantes as candidoses bucais cronicas (ARANSON & SOLTAMI, 1976;

HOLMSTRUP & BESSERMANN, 1983; LYNCH, 1990).
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3 Candidose experimental

A candidose bucal experimental é estudada em vatias espécies de animais,
como coelhos (MACKIKNNON, 1936), macacos (BUDTZ-JORGENSEN,
1973) e camundongos (LACASSE et al., 1990). O rato € a espécie mais usada,
através de inoculacbes de Candida por perlodos curtos ou prolongados,
associados a fatores predisponentes como antbidticos, proteses totais e
xerostomia (JONES & RUSSEL., 1973, FISKER et al, 1982, JORGE et al,
1993). JONES & RUSSEL (1974) relatam a incidéncia de candidose na mucosa
da lingua em 55% dos ratos inoculados com C. afbicans durante 22 semanas.
JONES et al. (1976) demonstraram histologicamente infeccio em 14, 40 ¢ 20%
dos matos em 6, 9 e 12 meses de inoculacGes semanais de . albioons,
respectivamente.

Mesmo com inoculagio prolongada da levedura, as candidoses bucais em
ratos sio reversfveis. ALLEN et al. (1988) obtiveram lesdes clinicamente visivels
na lingua de 17 ratos inoculados com C. albicans durante 20 semanas. Os animais

receberamn 20 mg/Kg/dia de cetoconazol por 2 semanas e 9 animais nio
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receberam tratamento. Em todos os animais tratados, as lesGes regrediram,
enquanto 2 ratos do grupo controle apresentaram regressiao das lesoes.

O desenvolvimento de candidose apos inoculagdo por perlodo curto foi
demonstrado por FISKER et al. (1982). Os autores relatam a aita incidéncia
inicial de candidose, apds 3 inoculagbes da levedura em 3 dias alternados, seguida
de rapido declinio apés 5 semanas da primeira inoculacio. 33% dos animais
apresentaram candidose, principalmente na gengiva marginal (98,8%), mucosa do
sulco bucal e lingual e a lingua, Para os autores a presenca da infec¢do nesses
sifios deve-se as caracteristicas do epitélio e a presenca e natureza da queratina.

Além de C albicans, a patogenicidade das demais espécies de Candids de
importincia médica também € estudada em animais experimentats, como 0 rato e
camundongo. SHAKIR et al. (1983) testaram a habilidade de C. afbicans sorotipos
A e B, C fropicalis e C. glabrata em produzir candidose no palato de ratos. C
@lbicans sorotipo A fol mats .eﬁcaz em produzir candidose que o sorotipo B. C
tropicalis e C. glabrata apenas causaram infecgfo em animais portadores de placa
acriica.

O uso de camundongos para se estudar candidose bucal ¢ também um
bom modelo, uma vez que este animal ndo € portador da Candida na boca e

possui uma microbiota bacteriana bastante resttita e ja definida, constituindo-se
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de 20 espécies. HASENCLEVER (1959) inocularam C. albicans, C. tropicals, C.

parapsilosis, C. krasei, ¢ C. guilfiermondii intravenosamente em camundongos €
observaram alta letalidade pela C. @lbicans e ligeira letalidade pot C. #ropicallis. As
demais espécies nao produzitam morte nos amimais. C. fupicalis mostrou set a
segunda espécie mais patogénica neste e em estudos realizados por
HASENCLEVER & MITCHEL, 1961; HURLEY & WINNER, 1962;
FROMTLING, 1987.

A candidose na boca de ratos, embora confinada 4 camada coinea, estd
associada a alteracSes significativas nas células epiteliais mais profundas,
sugerindo que pode ter algum papel no desenvolvimento de alguns tipos de
leucoplasias JONES & RUSSEL, 1973). Entretanto ALLEN & BECK (1987)
observaram a presenca de pseudohifas no interior da queratina, porém sem
alteracdes nas camadas celularizadas do epitélio do dorso da lingua de ratos ap6s
wmoculacio de C. albicans durante 16 semanas. Em ratos inoculados com Candida
durante 40 sernanas, candidose foi observada principalmente na porcio média do
terco posterior da lingua, com aspectos clinicos e histolégicos semethantes ao da
glossite romboide mediana (ALLEN et al., 1982).

Aspectos  microbiologicos e histologicos de candidose bucal em

camundongos foi demonstrado por LACASSE et al. (1990). O desenvolvimento
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de candidose foi estudado de Thora a 7 dias apés inoculagio de C. abicans. Apbs
3 horas os autores observaram presenca de tubo germinativo na querating e as
areas de candidose aumentavam progressivamente, tornando-se mais acentuadas
1o perodo de 48 horas.

Segundo wvarios autores, a presenca de (. albdcans aumenta o
desenvolvimento de neoplasias, MANKOWSKI (1963) apés injecio de C. albicans
no baco de ratos, descreveu aumento significativo na formacio de mumores
malignos. O mesmo autor em 1971 descreven mator incidéncia de tumores em
ratos e camundongos recém-nascidos injetados com meticolantreno, e
concomitantemente com glicoproteinas de C. adbizans.

De acordo com BLANK et al. (1968) extratos de C. parapsilosis injetados
no subcutineo de camundongos causaram sarcomas. Células de fibrossarcoma
infectadas por C. albicans metastatizaram mais rapidamente quando injetadas em
camundongos (GINSBURG et al, 1987). No carcinoma de boca de rato cansado
pelo ANQO, O’GRADY & READE (1992), verificaram que C. afbicans tem efeito
semelhante a0 promotor ester de forbol, potencializando portanto a acéo do 4-
NQO. Apesar da freqilente presenca de Candida nos carcinomas e leucoplasias
bucais de humanos, nfio hd evidéncias da participacio da Candida nessas lesdes,

sendo considerada como infeccio oportunista (FIELD et al., 1989).
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4 C. albicans em lesGes potencialmente malignas e malignas da

cavidade bucal

C. albicans é freqientemente isolada de lesdes malignas e potencialmente

(429

malignas na cavidade bucal, entretanto seu papel na etiologia dessas lesOes

[ 4+29

incerto. A interpretacio mais aceita para a presenca de Candids nessas lesbes
que ela seja um colonizador secundario da mucosa previamente alterada.

Dentre as lesbes potencialmente malignas da boca, encontramos as
leucoplasias, eritroplasias e liquen plano, sendo que a C. albicans é isolada com
mator freqilencia das leucoplasias em relacdo 4s demais. Leucoplasia € um termo
clinico para indicar lesbes com aspecto esbranquicado na mucosa bucal, cuja
etiologia ndo pode ser relacionada 2 qualquer doenca conhecida.
Histologicamente, as leucoplasias apresentam hiperqueratose, o que pode explicar
a constante presenca de C. albicans, que € queratofilica.

As leucoplasias bucais podem sofrer transtormagio maligna em cerca de
0.13 a 6.0 % dos casos (BANOCZY & SUGAR, 1970; BANOCZY, 1977).

As leucoplasias bucais dividem-se nas formas homogéneas e nio
homogéneas. O tpo homogéneo apresenta uma superficie ondulada e macia; O

tipo nio homogéneo pode ser dividido em: Ertroplasia - lesdes brancas
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intercaladas com areas avermelhadas; Leucoplasia podular: lesbes brancas, com
areas nodulares e granulares; e Leucoplasia vermicosa: lesio exofitica, com
projecoes pontiagudas e grosseiras (AXELL et al., 1984)

A teansformagio maligna das leucoplasias do tipo nio homogéneo varia
de 7 a 49%. Candida pode ser encontrada em todos os tipos de leucoplasia,
entretanto o tipo nido homogéneo apresenta maior predisposicdo a Invasio.
Nessas lesdes, o biotipo de Candida é diferente daquele isolado da mucosa bucal
nommal (PINDBORG et al, 1963; SILVERMAN & ROZEN, 1968;
SILVERMAN et al, 1984; KROGH et al, 1987, HOGEWIND et al, 1989;
BANOCZY & RIGO, 1991).

CAWSON em 1966, estudou a prevaléncia de Candida em 171 amostras de
leucoplasia, 27 de liquen plano e 6 de carcinoma e encontrou a levedura em 15
casos de leucoplasia e 2 de carcinoma. Candida estava ausente das lesdes de liquen
plano. Histologicamente, as dreas leucoplisicas aptesentavam paraqueratose,
edema ¢ infilrade inflamatétio polimorfonuclear. Em 1968, CAWSON &
LEHNER, sugerem que a Candida pode estar envolvida na etiologia das
leucoplasias, baseados no fato de ocorrer regressio das lesGes apos tratamento

antifangico.
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RENSTRUP, (1970), encontrou invasao por Camdids em 61% das

amostras de leucoplasias do tipo ndo homogéneo e em 3% das lesdes do tipo
homogéneo. 71% das amostras do tipo ndo homogéneo apresentavam atipia
celular. No estudo realizado por DAFTARY (1972), a incidéncia de invasio pot
Candida foi semelbante entre os tipos homogéneo e nido homogéneo, sendo de 27
e 22 amostras respectivamente.

BAKILANA et al. (1990) estudou a presenca de lesdes bucais em pacientes
com AIDS e encontrou 52 dos pacientes com lesdes na cavidade bucal, sendo a
candidose atréfica encontrada em 21% dos pacientes, pseudomembranosa em
23% e leucoplasia pilosa em 36% dos pacientes.

Candidose induzida experimentalmente na boca de ratos, embora
confinada 2 camada cOrnea, estd associada a alteracdes significativas nos tecidos
epiteliais e subepiteliais, o que sugere pelo menos um papel co-causativo da
mnfec¢io por Candida em. alguns casos de leucoplasia bucal em humanos JONES
& RUSSEL.,, 1973). ZHANG et al (1994) induziram alteracGes epiteliais na
mucosa bucal de hamster através da aplicacio de DMBA, que variavam de
luperplasia 4 displasia epitelial com varos graus de severidade, e postetiormente

mocularam C albicans. Os autores verificaram que C. albicans induziu displasia em
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hiperplasia benigna e pode promover transformacio maligna nos casos de
displasia epiteltal.

LIPPERHEIDE et al. (1996) estudaram a prevaléncia de Candida e 35
pacientes com leucoplasia ¢ 34 de lquen plano oral, comparando os valores
ohservados com os encontrados em individuos sem doencas na cavidade bucal
Leveduras foram isoladas de 43% dos pacientes, sendo C. albicans (sorotipo A) a
espécie predominante, estando presente em 76% dos casos de leucoplasia e
88.2% nos casos de liquen plano e 60.8% nos individuos sadios. Os autores
observaram ainda que C. albicans apresentou um alto potencial de adaptacio as
alteracGes epiteliais associadas ao desenvolvimento de leucoplasia e liquen plano.

O grau de transformacio maligna do liquen plano oral variade 1 2 4% e a
presenca de Candidz nessas lesdes € menos freqiiente que nas leucoplasias.
SILVERMAN & BAHL (1997) encontraram indice de transformacio maligna de
3.2% e ndo observaram associacio evidente com infecgdo por Candida.

A treqiéncia de mfeccido fingica em lesGes da mucosa bucal fo1 venficada
por BARRET et al. (1998), sendo observada um associagdo positiva significante
entre infecgio fingica e displasia epitelial moderada, glossite romboide mediana e
papilomas. Em observacio histoldgica subsequente, 21.9% dos casos de displasia

epitelial infectada por Camdids ocorreu aumento na severidade da alteracio
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epitelial. Em lesdes como hiperqueratose, reacbes liquendides e granuloma
piogénico, a incidéncia de Camdida foi baixa, Queilite angular crénica, com
constante presenca de Candida apresentou progressic para carcinoma
epiteliomatoso no estudo relatado por SEOANE et al. (1996).

O cincer bucal € responsavel por cerca de 1% das mortes por cincer. A
etiologia envolve numerosos fatores, sendo os mais importantes o tabaco e o
alcool. A maioria dos casos de cincer bucal resulta da aclo de carcinégenos
exdgenos, sendo que alguns deles agem sinergicamente. Herpes simplex, papiloma
virus humano (HPV) e Candida j4 foram implicados na etologia do céncer bucal
(GERSON, 1990), embora o papel de mic;.forgaﬂismos, em muitos casos. de
cédncer ainda seja controverso. PEDERSEN et al (1989) relatam 2 casos de
pacientes Com Carcinoma # siu € carcinoma Invasivo no palato mole que
provavelmente tenham se desenvolvido em sitio de infeccio crdnica por Candida
de longa duracio.

PAULA et al. (1990) estudaram a incidéncia de espécies do género Candida
¢ outras leveduras na cavidade bucal de individuos com carcinoma bucal, antes e
durante tratamento com radioterapia. Antes do tratamento, as leveduras foram
isoladas da boca de 56% dos pacientes, sendo C. albicans a espécie mais frequente

(30%), seguida de C. sopucalis (12%) e C glabrata ¢ C kruser (4%). Durante
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radioterapia, 72% dos pacientes apresentavam Candida na boca, sendo C. albicars
(36%), C. tropicalis (16%), Rodutornia rubra (%), C. kerfyr, C. krusei e Pichia farinosa
{(4%). O sorotipo A constitiu 93% das amostras de C. abicans antes do
tratamento e 88.8% apds a radioterapia. Aumento no nimero de Candida na
cavidade bucal apds terapia anu-cincer também fol relatado por UMAZUME et
al. (1995). Quando as glindulas salivares estdo incluidas no campo de radiacio,
ocorre xerostomia, que leva a um aumento progressivo na colonizagio da
cavidade bucal por Candida RAMIREZ-AMADOR et al,, 1997).

NAGY et al. (1998) estudaram a microbiota que forma um biofilme na
supetficie dos carcinomas de células escamosas da cavidade bucal. Amostras
foram obtidas de 21 pacientes. As espécies bacterianas isoladas foram Vellonella,
fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Actinomyces ¢ Clostridinm, C. albicans estava
presente em 8 dos 21 tamores.

Varios estudos experimentais buscam esclarecer a influéncia exercida pela
Candida e outros fungos no desenvolvimento de lesdes potencialmente malignas
e malignas da cavidade bucal. A capacidade de algumas espécies de Candida e
outros fungos em induzir ou intensificar o desenvolvimento de tumores malignos
ia for demonstrada por LANCASTER et al, 1961; MANKOWSKI, 1963;

BLANK et al., 1968; HISIA et al., 1981; FIELD et al., 1989,



44

MANKOWSKI (1963) obsesrvou que ap6s a mjecdo de C. albicans no bago
de ratos Wistar, ocotreu aumento significativo no nimero de tumotes malignos
em varios Otglos. Extratos de C parapsilosis quando injetados subcutaneamente
em camundongos por 4 semanas, levaram ao desenvolvimento de sarcomas em 6
dos 16 animais; enquanto que a freqiéncia de linfomas aumentou
significativamente em animais inoculados com extratos de C. albicans ¢ Trycophyton
sp (BLANK et al, 1968). YEMMA & BERK (1994) demonstraram que a
inoculagio intraperitoneal de C. albisans leva ao surgimento de lesbes tumorais e
abscessos em orgios vitais de rato.

A acdo promotora da C. albicans na carcinogénese foi demonstrada quasndo
ratos e camundongos recém-nascidos injetados com metilcolantreno,
desenvolveram tumores subcutineos com maior freqiéncia, em periodos mais
curtos e de maior didmetro, quando foram estimulados concomitantemente por
injecoes de glicoproteinas de C albicans (MANKOWSKI, 1971). Células de
fibrossarcoma de camundongo, infectadas por C  albicans ¢ injetadas em
camundongos singénicos, resultam no desenvolvimento, invasio e ocorréncia de
metastases mais rapida e freqiientemente que nos animais injetados com células

de fibrossarcoma nio infectadas (GINSBURG et al., 1987).
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Alguns biotipos de C. afbicans estio implicados na etiologia do cncer bucal
devido 2 produgdo de nitrosaminas endbgenas, Em algumas regibes da Chma é
alto o indice de carcinoma de esdfago, provavelmente relacionado com a alta
concentracido de nitrato e mitrito na dgua, 05 quais constituem os precursores do
carcinégeno benzilmetilnitrosamina. C. afbicans é freqiientemente isolada desses
individuos. HSIA et al. (1981) demonstraram que biotipos de C. albicans tém a
capacidade de aumentar a producio de benzilmetinitrozamina, através de seus
precutsores, sugerindo um papel da € albscans no desenvolvimento de carcinoma

de esOfago nesses paciente.

5 Carcinoma bucal provocado pelo 4NQO em ratos

As observacOes pioneiras de Sir Percival Pott relacionando cincer de
escroto em limpadores de chaminé com fuligem, estimularam a venficacio da
potencialidade de hidrocarbonetos em causar cincer de pele em animais de
experimentacao. Enquanto os resultados na derme foram positivos, a mucosa
bucal mostrou-se resistente a acdo destas substincias. Entretanto quando

mnjetadas na submucosa ou tecido 6sseo provocava formacio de sarcomas.



46

Considerou-se que a mucosa era mais resistente que a pele pela agio
protetora da saliva, assim como pela auséncia de foliculos pilosos e glindulas
sebiceas. Entretanto, esporidicos casos de carcinoma na boca foram descritos.
Em 1925 BONNE observou que camundongos tratados com alcatrdo na pele,
desenvolviam papilomas na boca ¢ no estdmago, visto que ingemam o
carcinégeno devido ao habito de lamber a pele. Em 1927 BONNE novamente
relatou o desenvolvimento de 3 carcinomas de palato entre os 50 camundongos
tratados com alcatrdo durante um ano. Leucoplasias foram descritas em coelhos
tratados por periodos longos com fumaga de cigarro (ROFFO, 1930). Em 1935,
OYAMA mjetou 16 coelhos na lingua com alcatrio; em 2 houve formagio de
carcinomas. LEVY, em 1948, aplicou meticolantreno na gengiva de
camundongos, entretanto nenhum desenvolveu carcinoma, assim como  20-
metilcolantreno e benzopireno aplicados por 6 meses na boca de camundongos,
ndo cansaram carcinoma (GOLDHABER, 1957). Portanto, as tentativas de: se
provocar carcinoma bucal em animais de experimentacio ndo foram bem
sucedidas.

O primeiro modelo usado com sucesso foi descrito por SALLEY em 1954,
consistindo na aplicagdo de um hidrocarboneto policiclico aromatico - DMBA

(dimetilbenzantraceno) a 0.5%, diluido em acetona, na bolsa da bochecha de
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hamster. Este modelo ainda € bastante usado, havendo a formacio de alteracdes
epiteliais progressivas como hiperplasia epitelial, papiloma, carcinoma 7 stz e
carcinoma de céhulas escamosas. Entretanto este modelo ¢ criticado por alguns
autores porque 2 bolsa de hamster tem estrutura diferente da mucosa bucal
Quando o DMBA fo1 usado na mucosa bucal de hamster ¢ outros anirnais, nao
houve desenvolvimento de carcinoma com a mesma frequiéncia. Mais
recentemente vatios trabalthos descreveram a formacio de carcinorna de lingua,
causado pelo DMBA, na lingua de ratos.

4-pitroquinolina-1-6xido, um potente agente carcinogénico, fol sintetizado
por OCHIAT et al. (1943). Em 1957 NAKAHARA et al,, causaram carcinoma de
pele em camundongos pincelados com 4NQO. Quando usado no subcutineo,
intrapetitonialmente ou endovenosamente causava varios tipos de canceres em
diferentes tecidos, como puimio e pincreas. Em 1965 FUJINO et al,, aplicaram
4NQO no lébio de camundongos e descreveram carcinomas no [abio e lingua. O
modelo experimental com 4NQO tornou-se mais usado, quando em 1973
WALLENIUS & LEKHOLM introduziram o uso da nittoquinolina (4NQO),
diluida 2 0.5% em propilenoglicol na boca de ratos. A nitroquinolina é
hidrossolivel, e quando aplicada no palato de ratos provoca a formacdo de

carcinomas no palato e na lingua. Alguns autores continuam a usar 4NQO em
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camundongos (STEIDLER & READE, 1984), embora trabalhos em ratos sejam
mais comuns. Juntamente com 0 DMBA na bolsa de hamster, é o modelo mais

usado para o estudo da carcinogénese bucal em animais de experimentagio.

5.1 Método de aplicacdo do 4NQO

O 4NQO na boca foi inicialmente usado a 0.25% em benzeno no labio de
camundongos (FUJINO et al, 1965). Para o estudo de carcinomas de boca, o
4NQO ¢ geralmente usado 2 0.5% em propilenoglicol e aplicado com auxilio de
pincel no palato de ratos 3X por semana (WALLENIUS & LEKHOLM, 1976).
Nesta concentragdo podem ser aplicados 10ul com micropipeta, cotrespondendo
a 0.05mg ou 255nmol. H2 formacio de carcinomas do palato e/ou lingua depois
de 7-11 meses. O 4NQO também pode ser usado na dgua de beber a 0,001%
(KITANO et al,, 1992) ou na concentracio de 5, 10 e 20 ppm (TANAKA et al,
1986, 1990,1995). Na agua de beber, o rato sobrevive cerca de 190 dias. Esta bem
estabelecido que o carcinoma causado pelo 4NQO é dependente da dose e:do
petiodo de aplicagio.

O periodo de aplicacio do 4NQO, assim como a concentracio, modifica a

quantidade ¢ o tempo de formacio das lesdes. 4NQO aplicado durante 12
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semanas ou mais, resulta na formacio de carcinomas apos 8 a 21 semanas depois
da cessagdo de aplicagdo do carcindgeno. De acordo com SVENSSON &
HEIDEN (1982) carcinomas no palato de rato desenvolvem apds 30-35
semangs, aplicando-se 4NQO por 12 ou 22 semanas. Tratamento por 1 a 6
semanas prolonga o perdodo para 51 a 80 semanas. WONG & WILSON (1983),
aplicaram 4NQO por 4, 8, 12, 16, 20 e 24 semanas, com desenvolvimento de
carcinomas em 85% dos animais apds 24 semanas. ObservacOes semelhantes
foram feitas em camundongos por STEIDLER& READE (1984), verficando
que 2 incidéncia de catcinomas é propotcional ao periodo de aplicacio do
carcinégeno. FISKER (1990) mostrou a correlagio entre a freqiéncia de
aplicagio do 4NQO e o grau de hiperplasia epitelial do palato de ratos. Estudo
detalhado da relacdo entre a quantidade do catcinégeno e o tempo necessirio
para o desenvolvimento de carcinoma foi feito por FISKER et al, (1987).
Grupos de 48 animais receberam 10 ul (255nmol) de 4NQO 18, 12, 6 e 2 vezes.
Com 2 aplicacdes, o primeiro carcinoma ocorreu apds 12 meses e atingin 25%
dos animais em 30 meses; com 6X, o primeito carcinoma ocorreu apds 12 meses,
estando presente em 50% dos antmais em dois anos e com 12 e 18X, ocorreun o

primeiro carcinomz depois de 4-5 meses, atingindo 50% dos animais apés 12
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meses. Estima-se que na dgua de beber cada rato consome 0.6mg de 4NQO até 2

formacao de carcinoma, em cerca de 1 ano.

5.2 lLesbes causadas pelo 4NQO

A aplicacdo no palato ou o consumo na dgua de beber, causa carcinommas
no palato, lingua e mandibula, envolvendo geralmente a gengiva. Antecedendo
aos carcinomas hd formacdo de hiperplasias, hiperqueratose, leucoplasias,
papilomas, displasia focal acantolitica (DFA), displasias e carcinoma #n sifn.
Entretanto ainda ndo esta bem determinado a evolucho destas alteracBes para os

carcinomas invasivos. Por exemplo, a DFA ndo € considerada pré-cancerosa.

5.3 Alteragbes macroscopicas causadas pelo 4NQO no palato

No palato os carcinomas se desenvolvem na regiio entre os molares,
geralmente envolvendo a gengiva palatina. Considera-se que o freqiente
envolvimento gengival seja devido a trauma cronico, como impactacdo de pelos,
racio e penetracic da droga no sulco gengival. Os carcinomas  sio bem

diferenciados, ricos em queratina, invadindo o tecido dsseo, raramente causando
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metastases regionais ou a distancia. FISKER et al. (1984) classificon os
carcinomas de palato em escamosos e verrucosos, sendo estes Ultimos mais
diferenciados, mais queratinizados e com superficie verrucosa. Antecedendo o
carcinoma ocorrem vadas alteracdes epiteliais, mas ndo esta bem determinado
quais evoluem para carcinoma. Inicialmente predominam as hiperplasias, seguidas
de hiperqueratose, displasias, incluindo displasia focal acantolitica e carcinoma

571700

5.4 Aspecto microscopico das alteracdes causadas pelo 4NQO

Hiperplasia

A hiperplasia epitelial geralmente estd assoctada a hiperqueratose. A
camada cornea estd mais espessa e a interface epitélio-conjuntivo mais longa e
interdigitada. De acordo com KITANO et al (1992) apds 4 semanas, hi
aumento de metifases e de células marcadas com BrdU. O aumento de espessura
do epitélio € devido principalmente ao compartimento basal. Quando o
carcinégeno € aplicado por algumas semanas, carcinomas se desenvolvem depois

de 12-18 meses, indicando que alteracdes irreversiveis ocorrem durante a2 fase
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hiperplasica, mas que ainda nido foram caracterizadas. Nesta fase ndo ha
marcadores que mdiquem quais células sofrerdo transformacdo maligna. Na
realidade ndo ha caracteristicas macto ou microscopicas que possam determinar o
potencial maligno de uma lesio epitelial de forma inequivoca, ou seja, células

aparenternerte normails j2 podem ter alteracOes irreversiveis.

Hiperqueratose
Nas regtdes de hiperqueratose e displasia verificou-se por histoquimica
aumento de lipidios das células epiteliais, € nos carcinomas a diminuicio

(MATTHEWS et al,, 1986, PITIGALA-ARACHCHI et al., 1988).

Displasia

As projecdes epitehais estdo mais longas e mais largas, com queratinizacio
de células individuais, acantdlise, hiperctomatismo e pleomorfismo. RICH: &
READE (1988) descreveram apds 12-16 semanas displasias semelhantes 4s que
ocorrem em humanos, baseando-se nos critérios de SMITH & PINDBORG
(1969), o que foi confirmado por NAUTA et al. (1995). As displasias eram
freqiientes nas 4areas com bolsas gengivais. Através da morfometsia nuclear

observou-se aumento do volume nuclear nas displasias, com diminuicio nas dreas
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de carcinoma, com evidéncias de que variacio na forma do nucleo, mas nfio da

area ou volume, podem ser significantes na carcinogénese do palato de ratos

(RICH & READE, 1996).

Disqueratose Focal Acantolitica

A DFA ¢ comum principalmente no palato ap0Os aplicacdo de 4NQO
(PRIME et al, 1986, PHILIPSEN & FISKER, 1983, NAVARRO et al, 1993).
() padrio histologico é semelhante ao que ocorre na Doenca de Darter desctito
em 1972 por Ackerman na pele de humanos. Caractetiza-se pela presenca de
fendas suprabasais, contendo células acantoliticas e disqueratdticas eosindfilas.
Hi associagio com hiperqueratose, paraqueratose e hiperplasia da camada basal.
De acordo com PRIME et al. (1986) ha aumento do numero de 4reas de DFA no
palato e na lingua de ratos com o aumento do tempo de exposicio ao 4NQO.
Segundo NAVARRO et al, 1993, a suloadenectomia favorece o
desenvolvimento de DFA no palato e na lingua de ratos. Considera-se que 2

DFA causada pela 4NQO nio evohu para carcinoma.
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Carcinoma

Os carcinomas que se desenvolvem no palato e lingua sio do tipo
escamoso, diferenciados, com células atipicas e grande quantidade de queratina e
pérolas de queratina. Sio mais queratinizados do que os carcinomas bucais em
humanos. Dependendo da extensdo do processo, ha areas de necrose e acamulo
de células inflamatérias. No palato € comum o envolvimento ésseo, levando as
vezes a defornmidades faciais. A perfusio sanguinea em carcinomas de palato de
ratos mostrou que ha diminuicio da perfusiio da periferia para o centro da lesdo,
com valores de 5.7ml/min/100g, 15.0 até 32.3 nas 4reas mais periféricas.

No palato € freqiente carcinoma com caractetisticas de catcinoma
verrucoso, apresentando hiperplasia epitelial, hiperqueratose, interdigitacoes
papilomatosas profundas, epitélio bem diferenciado com areas de displasia e
membrana basal intacta. Pode ocorter transformacio do carcinoma verrucoso
em escamoso (FISKER & PHILIPSEN, 1984). Ha indicacdes de que altas doses
de 4NQO favorecem o desenvolvimento de carcinoma verrucoso.

Nz lingua geralmente sdo exofiticos, atingindo didmetro de 20mm e
profundidade de 4.5mm. Através da marcacio com ouro coloidal, heparan

sulfato estava distribuido mais esparsamente na ldmina basal das dreas de
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carcinoma em relagio aos normass, em ratos tratados com 4-NQO (JIANG et al,

1996).

5.5 Carcinoma causado pelo 4NQO

A carcinogénese experimental ¢ dividida em 2 fases: inicial e promotora.
Na inicial as alteracGes celulares sdo irreversiveis, e as células se comportam como
rumorais latentes. A dose inicial de um carcindgeno completo € definida como 2
malor na qual nio causa tumor. A dose micladora de 4NQO € considerada por
FISKER et al. (1987) de 10pl de 0.5% (255nmol), apos 2.5 anos de obsetrvagio,
ou seja uma dose malor provoca carcinoma, sem agente promotor.

Ha diferencas de suscetibilidade entre espécies e entre racas de ratos 4 agio
de carcinogenos quimicos e a0 4NQO. Sete racas de ratos foram tratados com
4NQO a 0.001% na agua de beber até apresentarem estado geral de caquexia
(KITANO et al, 1992). Todos desenvolveram carcinomas de boca e outras
partes do trato digestivo. Formaram-se multiplos carcinomas na lingua, gengiva
inferior e superior, faringe e em algumas racas na faringe, laringe e traquéia.
Poucos casos ocotreram no estdmago, e observou-se uma metastase regional e

nenhuma 2 distdncia. A raga Dark-Agouti apresentou menor sobrevida, 171,10 +
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30 dias; Sprague-Dawley 186,21 e os de raca Wistar/Furth tiveram maior
sobrevida, 238,24 dias (KITANO ET AL., 1992).

Camundongos também sio suscetiveis ao 4NQO, desenvolvendo
displasias e catcinomas apds aplicacio de 4NQO de 2 a 16 vezes e observacgio
apods 50 semanas. Com 2 aplicacdes, 20% dos animais tinham displasias epiteliais,
com 8, 100% tinham displasias epiteliais ¢ 60% dos animais apresentavam
carcinomas e com 16 aplicacdes, 100% dos camundongos tinham displasias
epiteliais e carcinomas (STEIDLER & READE, 1984)

Como ja deserito, o 4NQO ¢€ efetivo no rato e no camundongo, mas nao
causou carcinoma quando aplicado na lingua de hamster (EVESON: &
MacDONALD, 1977). Por outro lado, 0 DMBA usado na boca de ratos causcu
a formagdo de carcinomas em 30% dos animais apds 16 meses. Apds 2 inibicdo
completa da salivacio todos os animais apresentaram carcinoma apos 11 meses
(WALLENIUS 1966). O DMBA também ¢ efetivo na pele de rato, mas a pele
tornou-se resistente quando transplantada para o interior da boca (WALLENIUS

1965).
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5.6 Efeitos da xerostomia na carcinogénese pelo 4NQO

Desde as observacdes iniciais da mailor resisténcia da mucosa bucal em
relacdo a pele 4 acdo de carcindgenos, considerou-se que a saliva é um fator
protetor importante. Antmais XerostOmicos desenvolvem carcinomas na boca
mais facilmente do que os normais, usando-se 4NQO ou DMBA. Também foi
observado por WALLENIUS & LEKHOLM (1973) que a aplicagdo de saliva na
pele (orelha) retarda a fotmacio de carcinomas causados pelo 4NQO.

DMBA a 0.05% aplicado na mucosa oral de ratos, causou catcinoma em
30% dos animais, enquanto que nos xerostbmicos o Indice foi de 100%
(WALLENIUS 1965, 1966). Estes dados foram confitmados em ratos
sialoadenectomizados, que desenvolveram carcinomas causados por 4ANQO mais

rapidamente do que animais normais (NAVARRO, 1992).
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Proposigio

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da xerostomia e da

aplicacdo de 4NQO no desenvolvimento de candidose bucal em rato.



Material ¢ Métodos

58



60

Material e Métodos

1 Animais

Foram utlizados 60 ratos machos, Wistar, pesando 200-350g divididos em
4 grupos: normal (norm.); staloadenectomizado (sialo); nowmal tratado com
ANQO (norm./ngo) e sialoadenectomizado tratado com 4NQO (sialo./nqo),
como mostrado na tabela 1. 40 ratos foram pincelados com 4NQO 3x/semana,
em dias alternados, durante 4 meses. Ap6s cada aplicacio, os animais eram
privados de 4gua por Zh, para que houvesse maior contato do carcinégeno com a
mucosa.  Os animals foram pesados semanalmente e a boca examinada
mensalmente durante os 4 meses de aplicacdo do 4-NQO e quinzenalmente a
partit desse periodo, para se verificar a presenca de lesdes clinicas. Os ratos
tratados com 4NQO foram sacrificados quando apresentaram clinicamente sinais

evidentes de carcinoma na boca.

Tabela 1- Nimero de ratos normails e sialoadenectomizados, tratados ou nio
com 4NQO, utilizados no experimento.

Grupos nom.  norm./ngo sialo. sialo./ngo

N' de animais 10 20 16 20

* - 1 rato morreu durante o experimento e fo1 descartado.
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2 Sialoadenectomia

A remocio das glindulas salivates maiores pardtidas, submandibulares e
sublinguais foi realizada, através da técnica cirirgica descrita por CHEYNE em
1939. Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de 0,4 ml/
100g de peso corporal de hidrato de cloral a 10% e apoés tricotomia e antissepsia
da regiio cervical mediana, realizou-se incisio na pele, removendo os tecidos
subjacentes, expondo primeiramente as glindulas salivares submandibuiareé e
sublinguais, que foram removidas simultaneamente por formarem uma massa
unica. A remocio fol realizada apds prévia ligadura dos ductos e vasos. As
glindulas pardtidas estdo localizadas na regiao massetérica, estendendo-se até a
altura da clavicula; apresentam-se em forma de Y, com seu maior eixo na direééo
céfalo-caudal. As glandulas pardtidas foram removidas divulsionando-se o tecido
com auxilio de uma pinga clinica.

A seguir, a incisdo foi suturada e novamente desinfetada com élcool-
iodado 2 2%. Os animais foram mantidos sob aquecimento durante o petiodo de
efeito do anestésico. Os animais foram utiizados no experimento apds 15 dias da

cirurgia, para o completo reestabelecimento.
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3 Aplicacio do 4NQO

Natroquinolina diluida a 0.5% em propilenoglicol foi pincelada no palato
dos tatos, ndo anestesiados, com auxilio de pinca anatémica e pincel n° 4, trés
vezes por semana, em dias alternados. A aplicacio foi fetta com um uamico
movimento, da regido posterior para a anterior do palato. Estima-se que a
quantidade do carcinégeno aplicada seja de 14ug (FISKER et al, 1982). Apds

cada aplicacio do carcindgeno, os anumnals eram privados de 4gua por 2 horas.

4 Observagdes macroscopicas € microscopicas

Os ratos normais e sialoadenectomizados tratados com 4NQO foram
mortos quando da presenca de carcinoma na cavidade bucal, determinado no
exame clinico. Os ratos que ndo receberam aplicacio de 4NQO foram
sacrificados apds 6 meses do inicio do expemmento. Durante os exames
macroscopicos apés o sactiffcio dos animais, foi observada a presenca de
leucoplascias e papilomas, na lingua dos ratos, mesmo quando da presenca de

cArcmOomas nestes sitos.



63

Os animais foram mortos por inalacdo excessiva de éter etilico. A lingua,
maxila, mandibula e estémago foram fixados em formol salino a 10% e
analisados macroscopicamente em lupa estereoscOpica Zeiss e posteriormente
fotografados. Para o processamento histologico, a lingua foi dividida ao meio no
sentido longitudinal e ambas as partes incluidas em parafina. O palato, mandibula
e estbmago foram processados apenas para confirmar a presenga ou nio de
carcinoma. Os tecidos foram incluidos em ?ataﬁna e os cortes de 5 um, foram
corados pela técnica de H&E. As documentacdes fotogrificas dos aspectos
macroscopicos foram  realizadas em lupa estereoscopica Zeiss € 0s aspectos

histolégicos documentados em fotomicroscépio Zeiss.

5 Recuperagio de C, albicans e candidose bucal

Os ratos que desenvolveram carcinoma na lingua foram inoculados com
suspensio de C. albicans. Posteriormente realizou-se a recuperacio da levedura da
cavidade bucal desses animais e observou-se o desenvolvimento de candidose em

cortes histologico da lingua. Os procedimentos empregados serio descritos a

seguit,
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5.1 - Presenca de €. albicans na boca de ratos

No inicio do experimento foi verificada 2 presenca de leveduras do género
Candida na boca de todos os amimails. Com um swaeb previamente esterilizado
coletou-se saliva da cavidade bucal, que a seguir foi semeada em placas contendo
agar Sabouraud Dextrose adicionado de 0,1ml de cloranfenicol 0,1 mg/ml de
meio (Quemicetina Succinato, Catlo Erba). Apds incubacio por 48 horas a 37 °C,
vetificou-se o crescimento de coldnias caractedsticas de Candida. Nos ratos
sialoadenectomizados, esse procedimento fol repetido 2 semanas apds a cirurgia.

Nenhum animal apresentou-se portador.

5.2 - Suspensiio de C. albicans

C. albicans F72, proveniente do Laboratério de Microbiologia da Faculdade
de Odontologia de Sio José dos Campos/UNESP, isolada de paciente portador
de candidose por prétese total, foi semeada em dgar Sabouraud Dextrose de
modo a se obter um crescimento macico e incubada por 48 horas a 37°C. O
crescimento fol transferido para tubo de ensaio, suspenso em 5 ml de solucio

fisiologica esterilizada e centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos e o
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sobrenadante desprezado. As células de Candida foram lavadas mais uma vez e o
precipitado suspeaso em solucio fisiolégica de modo que a suspensio final
apresentasse a concentragio de 5X10° céhulas vidveis de C. abbicans/ml. O pdmero
de células de C. albicans viaveis na suspensdo foi determinado mediante contagem

em camara de Neubauer, ap6s coloragio prévia com azul de metileno a 0,05%.

5.3- Inoculacio de €. albicans

Nos ratos normais e sialoadenectomizados tratados com 4NQO e que
desenvolveram carcinoma na lingua receberam inoculacio tnica de C. albicans. O
volume de 0,2ml de suspensio contendo 5x10° células/ml, foi inoculado 24 e 48h
antes do sacrificio dos ratos com carcinoma na lingua. Nos ratos normais e
sigloadenectomizados ndo tratados com 4NQO a inoculacio foi realizada apds 6
meses do inicio do experimento. Os animais que desenvolveram carcinoma em
outtos locais da boca nio foram inoculados com Candida.

A suspensido foi inoculada na cavidade bucal dos ratos nio anestesiados,
com auvxilio de uma sennga de 1 ml e espalhada principalmente sobre a lingua,

com um srab previamente esterilizado ¢ embebido na suspensdo de Candida, para
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que ndo houvesse alteragdo no ndmero de leveduras inoculadas, o que ocorreria
se 0 algodio do swab estivesse seco. Apos cada inoculacio os animais eram

privados de agua por 1 hora.

5.4 - Recuperacio de C. albicans

A recuperagido de Candida da cavidade bucal dos animais consistiu na
determinacio do nimero de leveduras presentes na boca dos ratos nos periodos
de tempo determinados, 24 e 48h apds a inoculagdo. O nimero de colbnias de
Candida fol obndo a partir da semeadura de amostras de saliva em agar
Sabouraud Dextrose.

Apenas os anitnais normais e swloadenectomizados tratados com 4NQO
que desenvolverarn carcinoma na lingua foram inoculados com a suspensio de
Candida, seguindo-se o procedimento descrito no item 5.3.

A saliva foi coletada com uma “bolinha de algodio” previamente
esterilizada e pesada, que foi mantida na boca dos ratos, ndo anestesiados,
durante 5 minutos, com auxilio de uma pinca hemostitica. A seguir, o algodao foi
novamente pesado, determinando-se assim o volume de saliva coletado. O

algodio fol transferido para um tubo de ensaio & o volume completado para 2 ml
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com solugio fisiologica esterilizada. Apds homogeneizagio por 2 minutos, foram
feitas diluiches decimais até 107, das quais aliquotas de 0,1 ml foram semeadas
em duplicata em placas contendo agar Sabourand Dextrose com cloranfenicol
(Quemicetina Succinato, Catlo Erba). As placas semeadas foram incubadas a
37°C por 48 horas. A contagem das coldnias caractetisticas de Candida foi
realizada nas placas que apresentavam entre 30 e 300 colémias e o nimero de
ufc/ml de Candida presente na cavidade bucal dos ratos determinado a partir da

quantidade de saliva e do nimero de colénias obtdo na melhor diduigio.

5.5- Candidose

A presenca de candidose na lingua dos animais foi observada 24 e 48h
ap0s a inoculagio da suspensio de Cundida. Candidose foi caracterizada pela
presenca de pseudohifas de C. albicans no interior do epitélio da lingua. Candidose
foi verificada em 2 cortes cortes histolégicos da lingua, obtendo-se a média por
animal. Os cortes foram corados pela técnica de PAS-hematoxilina. Para cada
area de candidose encontrada, foram contados o ndmero de papilas envolvidas.
Em cada pgrupo foi considerado também o nimero de apimais positivos. A

extensio da candidose foi determinada considerando-se o ndamero de papilas
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Linguais envolvidas. Dependendo da quanudade de hifa, cada 4rea de candidose
foi classificada em leve (+) quando apresentava poucas hifas no interior da
queratina; moderada (++), quando tinha quantidade moderada e intensa (+++)
quando a candidose era formada por abundantes hifas de C. afbicans no interior

da camada de queratina do epitého.
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Resultados

1 Animais

1.1 Peso corporal

Na tabela 1 encontram-se os pesos corporais (em gramas) dos animais dos
grupos normal; sialo; normmal/ngo e sialo/nqo no inicio e término do
experimento. Os ratos dos grupos normal e sialo, que nio receberam tratamento
com 4NQO, apresentaram aumento de peso durante todo o periodo de
observacio, que foi de 6 meses. Quando do sacrificio dos 20 animais do grupo
normal./ngo, 40% tnham peso menor em relagio ao inicial, enquanto que dos
19 do grupo sialo/nqo, isto ocorreu em 78.94%. Para todos os ratos dos grupos
normal/nqo e sialo/ngo que tiveram aumento de peso, os valores foram
inferiores em relacdo aos que nio receberam tratamento com 4-NQO, Os valores
se refledram nas médias dos 2 grupos. No normal/nqgo as médias inicial e final
foram semethantes, enquanto que nos sialo/ngo  houve diminuicio

estatisticamnente significante.
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Tabela 1 - Peso cotporal dos ratos nommais e sialoadenectomizados
tratados ou ndo com 4NQO, no inicio (I) e fim (F) do experimento.

normal | sialo | normal/nqo* | sialo/ngo*
Rato peso peso peso peso
1 F I F i F 1 F

i 323 404 304 415 275 167 315 316
2 323 400 315 387 286 291 240 174
3 356 431 323 420 346 205 340 248
4 343 435 A1 389 218 346 397 391
5 305 396 309 400 324 268 346 178
) 360 474 373 480 400 440 360 254
7 281 372 346 460 263 200 238 351
8 357 538 346 460 277 232 386 269
9 278 390 295 349 350 361 246 245
10 288 400 295 388 332 370 393 288
1% - - - - 348 405 277 184
12 - - - - 367 528 253 385
13 - - - - 262 258 354 254
i4 - - - - 280 244 315 304
15 - - - - 355 381 420 265
16 - - - - 276 355 315 285
17 - - - - 388 456 230 374
18 - - - - 279 222 376 190
19 - - - - 320 322 364 364
20 330 222

Meédia 3214 4260 3217 4118 313.8 316.6 332.0 279.1%%
DP  +3219 +50.0 +25.54 +36.46 +47.88 +95.67 159,12 +68.09

* - Os animais tratados com 4NQO foram numerados em ordem crescente,
de acordo com o pedodo de desenvolvimento dos carcinomas.

** _ Diferenca estatisticamente significante em relacio ao peso inicial dos animais
do mesmo grupo em 5% pelo teste “t” de Student.
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2 Carcinoma de boca

Os ratos dos grupos normal e sialo nio apresentaram alteracoes
macroscOpicas na boca. O tempo necessitio para o desenvolvimento dos
carcinomas e 2 localizacio das lesGes na cavidade bucal, de cada rato dos grupos
normal/ngo e sialo/nqo estao demonstrados na tabela 2. Dos 20 ratos
normal/ngo 10 desenvolveram carcinoma na lingua; 2 na lingua e palato duro; 2
na lingua e mandibula; 4 no palato duro e 2 na mandibula. Dos 19 stalo/nqo, 12
desenvolveram carcinoma na lingua; 2 na lingua e mandibula; 2 no palato duro; 2
na mandibula e 1 no palato mole (Tab. 3).

A Hngua apresentou carcinoma num total de 14 ratos normal/nqo (70%) e
14 sialo/nqo (73.6%); no palato duro ocorteram catcinomas em 6 (30%) e 2
(10.5%) ratos; na mandibula em 4 (20%) e 4 (21%) ratos normal/nqgo e sialo/ngo
respectivamente e no palato mole em 1 (5.3%) sialo/nqo (Tab.3). Nos ratos
normal/ngo o menor periodo para o desenvolvimento de carcinoma foi
observado naqueles que desenvolveram na mandibula. Nos sialo/nqo, o rato que
desenvolven carcinoma no palato mole apresentou o menor periodo de

desenvolvimento de carcinoma e o mais longo foi no palato duro.
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Tabela 2 - Periodo (dias) de desenvolvimento dos carcinomas e localizacao
das lesdes na cavidade bucal de ratos normal/ngoe
sialo/ngo. (L= lingua, PD= palato duro, M= mandibula, PM= palato mole).

Normal/ngo sialo/nqo
Rato Periodo Localizacio Periodo Localizacio
1 251 M 224 M
2 263 PD 243 L
3 277 L 248 L
4 277 L 251 L
5 277 L. 255 L/M
6 306 L 263 L
7 309 M 263 PM
3 311 L/M 270 L
g 311 L 270 L
10 338 L/PD 291 PD
11 354 L/M 293 L
12 303 i 293 L
13 363 L 305 1.
14 363 PD 306 L/M
15 364 PD 306 L
16 377 L/PD 308 L
17 385 L 309 L
18 385 L 338 PD
19 385 P 345 M
26 437 L - X
Meédia 334.7+50.4 2832432, 7k

¥ - O rato 20 do grupo sialo/nqo morren antes do final do experimento

e fo1 excluido.

** - Estatisticamente significante em 5% pelo teste "t" de Student em

relagio a0 norm./nqo
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Tabela 3 - Ndmero de animais normais e staloadenectomizados divididos de
acotrdo com z localizacio dos catcinomas na cavidade bucal e média e desvio
padrio do periodo para o desenvolvimento dos carcinomas nesses animais.

normal/nqo sialo/nqo
n’ de petiodo n’ de Periodo

Localizacgio carcinoma (dias) carcinoma {dias)

Lingua 10 338.1+56.16 12 279.9125.20

Lingua/palato 2 357.5427.57 0 -
duro
Lingua/mandibula 2 332.5+30.41 2 280.5+36.06

Palato duro 4 343745478 2 314.5+33.23
Mandibula 2 280.0%41.01 2 284.5185.55
Palato mole 0 - 1 263.0

Média 20 330.4129.64 19 284.5:+18.7%*

** Hstansticamente significante em 5% pelo teste "t de Student em relagio ao
norm/nqo.

1.3 Observacies macroscépicas

Na lingua, os carcinomas desenvolveram-se ptincipalmente na regiio do
tubércule intermolar; em 12 ratos normal/ngo e 13 sialo/nqo. Em 1 rato
normal/ngo e 1 sialo/ngo a lesdo estava localizada principalmente na regiio
faringea da lingua; enquanto que no outro rato normal/ngo, o carcinoma ocorreu
na parte antetior da lingua.

Os carcinomas de lingua apresentavam basicamente 2 aspectos. (O mais

freqiiente era a presenca de nddulo com crescimento exofitico e endofitico,
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delimitado por bordas elevadas e esbranquicadas, podendo a superficie estar ou
n3o ulcerada e necrosada. O segundo aspecto mais freqliente foi de uma lesdo:de
crescimento exofitico, sem limite nitidos de suas bordas, com superficie ulcerada
e necrosada, atingindo o tbérculo intermolar e a regido faringea da lingua .
Taoto no palato duto quanto na mandibula, os carcinomas tinham indcio ao
redor dos dentes molares, na forma de ulceragdes delimitadas por bordas
elevadas e esbranquicadas, que avan¢avam para as faces palatina e lingual ou
vestibular dos dentes. Na maiotia dos casos, 0§ carcinomas foram untlaterais e
causaram mobilidade dental.

Nos ratos que foram mortos por apresentarem carcinoma apenas no
palato ou mandibula, a superficie dorsal da lingua apresentava aspecto irregular,
devido 4 presenca de 4reas de atrofia das papilas linguais, leucoplasias, papilomas
e ulceragbes. As areas de atrofia das papilas linguais consistiam de regiGes nas
quais a superficie dorsal da lingua apresentava-se lisa, avermelhada e brilhante. As
leucoplasias apareceram clinicamente como regides itregulares com superficie
esbranquicada e levemente opaca. Os papilomas apresentavam-se como
crescimento epitelial exofitico em forma de dedos de luva, com didmetro de cerca
de 3-4 mm. As ulceracSes mediam cerca de 4 mm, com forma arredondada e

contendo material necrosado.
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No palato, quando os carcinomas estavam ausentes obsetvou-se tetracio
gengtval, perda de definicio das rugosidades palatinas, espessamento (hiperplasia)

e apaténcia irregular da regizo intermolar, 2lém da presenga de papilomas.

1.4 Observagbes microscopicos

Microscopicamente, os carcinomas eram bem diferenciados, com grande
quantidade de queratina. Nos carcinomas de lingua, as lesbes invadiam o
conjuntivo subjacente com células neoplisicas nos tecidos mais profundos, como
mdsculos, nervos e glindulas saltvares. A superficie das regides cenrrais dos
carcinomas apresentava-se com dreas de ulceracdo, necrose e acumulo de
bactérias. As bordas dos carcinomas eram elevadas, com intensa hiperqueratose e
hiperplasia, com células mostrando intensa displasia, caracterizando muitas vezes
carcinoma com pequena invasido do tecido conjuntivo subjacente. Nas linguas
com carcinoma também observou-se dreas com hiperqueratose, com a supetficie
plana ou hiperqueratose acompanhando a forma das papilas.

Nos animais dos grupos norm./nqo e sialo/ngo que nio apresentavam

carcinoma de lingua, confirmou-se microscopicamente 2 presenca de leucoplasias
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e papilomas. As leucoplasias apresentavam-se como dreas de acantose e
hiperqueratose, mas também obsetvou-se areas de disqueratose focal acantolitica,
papilomas, displasias e carcinoma 7z szz. A hiperqueratose na superficie da lingua
dos ratos ocorreu em dols padroes distintos: Hiperqueratose e hiperplasia das
papilas linguais, nas quais o aumento da camada de queratina acompanhava a
forma das papilas, dando um aspecto papilomatoso 2 superficie epitelial. O
segundo padrio observado fol menos freqiiente ¢ catacterizou-se por dreas de
hiperqueratose e acantose, com aplamamento das papilas linguats. No primeirc
caso era possivel distinguir as queratinas dura e mole que compdem as papilas,
enquanto que no segundo, a queratina tinha aspecto mais homogénec e
ligeiramente basotila, possivelmente mistura dos dois tipos. Os dois padrdes de

hiperqueratose também foram observados nas bordas dos carcinomas de lingua.
2 Recuperacio de Candida e Candidose
Os 14 ratos nommal/nqo e 14 sialo/ngo que desenvolveram carcinoma de

lingua foram inoculados com 0,2ml de 5x10° células/ml de suspensic de C.

albicans. A levedura fol recuperada da cavidade bucal de 7 ratos norm./nqo ¢ 7
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sialo/nqo 24 e 48h apds a inoculagio. Como controle foram usados 5 ratos

normais € 5 sialoadenectomizados para cada perfodo.

2.1 Recuperagio de Candida

Os resultados da recuperacio de Candida estio demonstrados na tabela 4.
Em ambos os petiodos, os ratos sialo e sialo/nqo, apresentaram ndmero de
ufc/ml de Candida maior que os ratos normais. No periodo de 24 para 48h, nos
ratos do grapo normal, houve diminwcio de 54 vezes e nos sialo de 15 vezes no
nimero de ufc/ml de Candida,

Apbs 24h, os ratos com carcinoma de lingua, normal/nqo e sialo/ ngo
apresentaram numero de ufc/ml de Candida de 0.62+0.69 e 6.74+0.98 e apds 48h,
0s valores subiram para 1.6822.00 e 31.45£8.21 respectivamente. Portanto, o
tratamento com 4NQO diminuiu o nimero de ufc/ml recuperado no petiodo

de 24h, mas aumentou no de 48h.
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Tabela 4 - Média e desvio padrio do nirmero de ufc/ml (x10% de C. albicans recuperado
da cavidade bucal de ratos normal/nqo e sialo/ngo, com carcinotma
de lingua, 24 e 48h apbs inoculacgio dnica da levedura.

Grupos normal  normal/ngo sialo sialo/nqo
Periodo
24h 4.90+3.80  0.62x0.69 15.50£15.60  6.74£0.98
48h 0.09+0.07 1.68%2.00 1.0011.45 31451621

¥ Estatisticamente significante em 5% em relagdo ao controle do mesmo
grupo pelo teste "t"de Student.

2.2 Candidose

Nenhum dos animais do grupo normal apresentou ireas de candidose.
Dos 5 sialo, 2 aptesentaram candidose apds 48h, sendo 3 4reas na porcio
anterior da lingua e 2 no tubérculo intetmolar. As 4reas atingiam 9 papilas na
porcao anterior da lingua e 2 no tubérculo intermolar, na regido das papilas
verdadeiras (Tab. 5). As hifas de Candida estavam localizadas na queratina,
perpendicularmente 2 superficie do epitélic. Ndo foram obsetvadas alteracdes
evidentes nas camadas basal e espinhosa do epitélio ou a presenca de
microabscessos.

Dos 7 animais do grupo nowmmal/nqo, no perdodo de 24h, 5 apresentaram
um total de 7 4reas de candidose no tubérculo intermolar, nas papilas verdadeiras.

Apo6s 48h, 7 ratos apresentaram 5 dreas na por¢io anterior, regido das papilas
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conicas e 19 no tubérculo intermolar. Os 7 ratos sialo/ngo com carcinoma no
periode de 24h apresentaramn 22 areas de candidose, sendo 5 na porgio antetior
da lingua e 17 no tubérculo intermolar. No Petiodo de 48h foram observadas 22
areas, 4 na por¢io anterior e 18 no tubérculo intermolar (Tab. 5). As papilas
gigantes, localizadas no tubérculo intermolar, também apresentaram candidose,

entretanto na matoria dos casos fol observada nas papilas verdadeiras.

Tabela 5 - Numero de dreas de candidose na linpua de ratos normal; sialo;
normal/ngo e sialo/nqo. Apds uma inoculagio intraoral de G albicans,
0s amimais foram sacrificados apdés 24 e 48h. Os wvalotes entre
parénteses correspondem 4  extensio das dreas de candidose em
numero de papilas envolvidas.

Grupo normal normal/ngo Sialo sialo/nqo
PCS TI PCS T1 PCS TI PCS TI
24h - - - 7(37) 5(41y  17(26)

48h _ 530) 1992 3("9) 262) 4(63)  18(30)

PCS = papilas cOnicas simples, nos 2/3 anteriores da lingua
TI = tubércudo intermolar, papilas verdadeiras e gigantes no 1/3 posterior da
lingua.

A tabela 5.1 resume os dados da tabela 5. Nos ratos normal/nqo, obsetva-
se um aumento significativo no nimero de areas de candidose e papilas
envolvidas, do petiodo de 24 para o de 48h, enquanto que nos sialo/nqo, os

valores foram semelhantes nos dois periodos. Também foi semelhante o nimero
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total de dreas de candidose e de papilas, quando comparado os grupos
normal/nqo e sialo/ngo.
Tabela 5.1 - Namero de areas de candidose e papilas envolvidas, nos periodos

de 24 e 48h apds a inoculagio de Candids, no dorso da lingua de ratos
normais & sialoadenectomizados, tratados ou nic com 4-NQO.

Periodo (h) normal  normal/ngo sialo sialo/ngo
24 - 7(37) - 22(67)
48 - 243122 5(11) 22(93)
Total - 31(159) 5(11} 44(160)

A tabela 6 mostra 2 localizacio das candidoses, considerando-se a
presenca das hifas na queratina em 4reas de hiperqueratose ¢ em regif)es. de
carcinoma plenamente desenvolvidos. A presenca de candidose predominou nas
areas de hiperqueratose, A presenca de hifas de Candids no interior dos
carcinomas foi pouco frequente, mesmo naqueles com abundante producio de
queratina, tendo sido observada nos periodos de 24 e 48h, apenas nos ratos

sialoadenectomizados.



82

Tabela 6 - Candidose na lingua de ratos pottadores de carcinoma bucal A
localizacio da candidose foi considerads como sendo em dreas de hiperqueratose
(H) ou em carcinoma francamente desenvolvido (C). A candidose foi avaliada

em 28 ratos, 14 notmal/nqo e 14 sialo/nqo, sendo 7 animais para cada petiodo
de 24 e 48 horas.

normal/ngo sialo/nqo
24k 48h 24h 48h

PCS TI PCS T PCS TI PCS Ti
Bato HC HC HC HC HC HC HC HC
H 90 20 00 20 10 4 0 00 50
2 00 00 10 00 10 g0 190 10
3 60 0 ¢ 10 50 10 31 06 31
4 G 0 10 00 24 00 21 09 01
2 ¢ 0 20 10 50 00 30 06 50
6 00 00 00 590 00 30 00 4 0
7 0 0 20 20 g0 20 00 10 00
Total 08¢ 70 50 19 6 50 152 20 182

A tabela 6.1 mostra os dados da tabela 6, considerando-se em conjunto os
resultados dos animais normal/nqo e sialo/ngo nos perdodos de 24 e 48h. A
incidéncia de candidose foi cerca de 18 vezes maior nas areas de hiperqueratose

em relacio as areas de carcinoma.

Tabela 6.1- Ntimero de  areas de candidose em areas de hiperqueratose e
de carcinoma no dorso da lingua de ratos norm./nqgo e sialo/nqo, 24 e
48h apo6s a moculacdo de C. albicans.

Grupo normal/ngo sialo/nqo Total
Periodo 24h 48h 24h 48h
Hiperqueratose 7 24 20 20 71
Carcinoma 0 {) 2 2 4

Total 7 24 22 22 75
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Dos animais nio tratados com 4NQO (normal e sialo), 10% apresentaram
candidose, num total de 5 4teas e média de 0.25 dreas por animal. 26 (92.8%) dos
fatos com carcinoma (normal/nqo e sialo/nqo) apresentaram areas de candidoise,
com média de 2.68 dreas por animal. As candidoses dos animais com carcinoma
bucal ocotreram, como ja descrito, principalmente em 4reas de hiperqueratose, ¢
foram mais extensas do que nos ratos sem carcinoma {1ab. 7).

Tabela 7 ~ Nuamero (%) de ratos normais e sialoadenectomizados com

candidose, mimero total de 4reas de candidose e média de dreas se
candidose/animal,

Grupos N’ de ratos Ratos com Areas de Média de
candidose candidose candidose/rato
notm. e sialo 20 2 (10%) 5 0.25
normal/ngo ¢ sialo/ngo 28 26 (92.8%) 75 2.638

As 4reas de candidose foram classificadas, subjetivamente, de acordo com
o numero de hifas no interior da queratina, dando-se os valores de (+) para as
candidoses leves, ou seja, presenca de poucas hifas; (++) para as candidoses com
moderada quanddade de hifas e (+++) para as dreas com intensa infiltracio de
hifas. Nessas dreas considerou-se também a presenca de microabscessos
intraepiteliais. Os resultados obtidos estdo demonstrados na tabela 9. Tanto no
grupo normal/ngo quanto no sialo/ngo, predominou as areas de candidose leve
{(++). Os microabscessos foram mais freqiientes nos perfodos de 48h. Nos ratos

normal/ngo, no petiodo de 24h, observou-se 5 dreas leves e 2 moderadas. Das
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24 areas de candidose do periodo de 48h, 16 eram leves, 3 moderadas € 5
intensas e 7 apresentavam microabscessos intraepitehais. No grupo sialo/nqo,
das 22 areas do periodo de 24h, 12 eram leves, 7 moderadas e 2 intensa; sendo
que apenas 3 dreas apresentavam microabscessos. No periodo de 48h, das 22
areas, 12 eram leves, 7 moderadas e 4 intensas e 13 apresentavam microabscessos
intraepiteliais (Tab.8). Portanto no grupo normal/ngo candidose predominou no
periodo de 48h, enquanto que no grupo sialo/nqo a incidéncia foi semethante
nos dois periodos. A maioria dos microabscessos ocorreu, nos dois grupos, apos
48h, embora no grupo sialo/nqo a incidéncia tenha sido maior.

Tabela 8 - Classtficacio das 4dreas de candidose de acordo com o

nimero de hifas: leve (+), moderada (++) e intensa (+++) e nimero
de dreas de candidose com microabscessos.

normal/ngo sialo/nqo
Candidose 24k 48h  Toral 24h 48h Total
h Leve (+) 5 16 21 12 12 24
Moderada (++) 2 3 5 7 7 4
Intensa (+++) 0 5 5 2 4 6
Areas com microabscessos 0 7 7 3 13 26
Total 7 24 3 22 22 44
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Fig. 1- Aspecto clinico da lingua de rato do grupo nommn. /nqgo que desenvolven carcinoma de palato. A superficie
do mbéreulo inermolar apresenta-se irregular, com dreas leucoplasicas (seta) ¢ 4reas com atrotia das papilas
linguais (cabega de seta) (3X).

Fig. 2 - Superficie da lingra de rato norm./ngo que desenvolveu carcinoma no palato. Observa-se na regifio do
whbéreulo intermolar a presenca de dreas leucopldsicas {seta), atrdficas e projecBes epitelials papilomatosas
{asterisco) (3X).
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Fig. 3 - Aspecto clinico da lingua de rato do grupo sialo/ngo que desenvolveu carcinoma no palato. A superficie
ests hiperplésics, com dreas leucoplisicas ¢ presenca de um papiloma {asterisco) { 3X).

Fig. 4 - Lingua de rato do grupo stalo/nqo, que desenvolveu carciaoma de mandibula. A superficie do tubéreulo
intermolar apresenta-se irregular, com uma drea de atrofia das papilas na regifio central {cabeca de seta) (3X].
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Fig. 5 « Lingua de rato de grupo oot/ ngo que desenvolven carcinona na mandibula. Presenga de papilomms
{asterisco) na regiio do tubéreulo intermolar (3X).

Fig. 6 - Lingua de raro sialo/ngo que desenvolver carcinoima no palato mole. A reglic do tubérealo intermolar
apresents dreas de leucoplasia (seta) e atrofia das papilas linguais {cabega de seta} (3X).
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Fig, 7 - Carcinoma de lingua de rato do grupo stalo/nqo, apresentando-se £OMo WIn nbdulo, localizade na regrio
faringes da liogua {seta). O wbérculo intermolar apresenta-se hiperplisico ¢ com dreas de atrofia das papilas

linguais (3%
Fig. 8 - Lingua de rato0 sialo/nqo com lesio nodular, delimitada e de superficie ulcerda( seta) e vm papiloma

{asterisco} no tubéreulo intermolar. A ponta da lingua apresenta extensa ulceracio(cabeca de seta). Para ambas as
leses, o diagnéstico de carcinoma foi confirmado histologicamente (3X}
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Fig. 2 - Carcinoma de lingua de rato norm./ngo localizado no whbéreuls intermolar (seta). A lesio apresenta-se
como nddulo de crescimento exofitico, delimitado por bordas elevadas e esbranquicadas e superficie lisa
Prasenca de papiloma (astenisco), medindo cerca de 4mm, localizado na regifo entre o mibéreulo intermolar ¢ a
regiio faringes da lngna (3X),

Fig, 10 - Carcinoma de Bngua de rato norm. /oo, tomando tode o mbéreulo intermolar, com superficie ulcerada
freta) (3303
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Fig. #1 - Carcinoma de Hngoa de rato sislo/ngo, spresentando erescimento exofitics, tomando todo o wbéreulo
imermolar (seta). A leso £ delimitada e apresenta suprfice ulcerada e necrosada (3X3.

Fig, 12 - Carcinoma de lingua de rato sitlo/nqo {seta). Lesdo exofitica tomando todo o tubéreulo intermolar e
regifio fatingea da lingua, apresentando superficie irregular, com tecido neerdtico(3X0.
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Fig. 13 - Aspecto maceoscdpico do palate de rato norm/nqo que desenvolven carcinoma na lngua. Observa-se
espessamento a0 redor dos molares (seta), perda das rugosidades palatinas ¢ um papiloma (asterisco) 3X)

Fig. # - Aspecto macrosedpico do palato de rato do grupo sialo/ngo que desenvolveu carcinorma na lingua. A
saperficie intermolar apresenta-se espessa, com retracio gengival acentuada (seta) (3X)
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Fig. 18 - Carcinoma de palato de raro sialo/nqo (seta). Lesfio localizada do lado esquerdo, 20 redor dos dentes
molares, com crescimento para as faces vestbular e palatina, A lesio ¢ delimitada por bordas elevadas ¢
esbranquicadas, com superficie contendo material necrético. A regiio ao redor dos molares direito encontra-se
espessa, com rettaciio gengival pronunclada (3%,

Fig. 16 - Aspecto caracterdstico dos carcinomas de mandibula, em reto norm./ngo, apreseatando crescimento
pura as faces vestibolar ¢ liognal dos molares (seta). A lesiio € dlitnitada, com superficle necrosada (3X).



Fig. 17 - Superficie da lingua de rato
sialo/nqo. Epitélio acantético, com dreas
de intensa hiperqueratose ¢
aplainamento das papilas verdadeiras ().
Os tecidos subjacentes apresentam-se
aparentemente normais (315X, H&E).

Fig. 18 - Papilas verdadeiras de rato
sialo/ngo. Observa-se alongamento das
papilas verdadeiras, hiperqueratose e
descamagdo da queratina ( ) (315X,
H&E).
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Fig. 19 - Area papilomatosa na lingua de
rato do  grupo norm/nqgo

( * ). Projecdes epiteliais em forma de
dedos de luva, com superficie
hiperqueratotica (800X, H&E).

Fig. 20 - Superficie da lingua de rato
norm./nqo, apresentando as papilas
verdadeiras bastante alongadas, com
hiperqueratose e  descamacio da

queratina ( *) (78X, H&E).
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Fig. 21 - Area de carcinoma bem
diferenciado de rato do grupo sialo/nqo,
mostrando  superficie com  epitélio
displasico e hiperqueratotico  (seta).
Presenga de pérolas de queratina ( * )
(800X, H&E)

)l Fig. 22 - Carcinoma de lingua de rato
W do grupo norm./nqo, mostrando células
| epiteliais neoplasicas no interior do
: temdo conjuntivo e intensa formagao de

perolas de queratina (*) (2000X, H&E).
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Fig. 23 - Candidose na lingua de rato norm./nqo, 48h apds a inoculacao de C. afbicans. A candidose esti
localizada na superficie do epitélio, em drea de hiperqueratose (*) (315X, PAS-H).

Fig. 24 - Maior detalhe da figura anterior, mostrando a infiltragio da queratina por hifas de C. albicans (seta)
(2000X, PAS-H).
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Fig. 25 - Candidose na lingua de rato
stalo/nqo, 48h apds a inoculacio da
levedura. Epitélio hiperqueratético, com
supetficie coberta por placa bacteriana.
Hifas de €. albicans (seta) e intenso
infiltrado de PMN, com formacio de
microabscessos ( * ) podem ser
observados na superficie do epitélio
(800X, PAS-H).

Fig. 26 - Candidose com formacio de

 microabscesso  (eta)  intraepitelial,

observado em animal sialo/nqo, 48h

~ apds inoculagio da Candida (800X, PAS-
- H).

b -






Fig. 29 - Candidose na superficie hiperqueratética do epitélio da lingua de rato do grupo norm./nqo, 24h apés a
inoculagio, mostrando abundantes brotamentos (seta) (2000X, PAS-H)

Fig. 30 - Mesmo animal da figura anterior, mostrando a presenca de hifas e brotamentos de C. albicans no interior
de uma pérola de queratina (seta) num carcinoma bem diferenciado (2000X, PAS-H).
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Discussio

O modelo de carcinogénese bucal experimental unlizado neste estudo foi
introduzido por WALLENIUS & LEKHOLM (1973). A aplicacdo de 4NQO no
palato de ratos leva ao desenvolvimento de carcinomas num periodo de 7 2 9
rmeses.

Durante o tatamento com 4NQO os  ratos normais e
sialoadenectomizados apresentaram desenvolvimento semelhante aos respectivos
confroles {grupos notm. e sialo), e os sinais de debilidade fisica, com perda de
peso cotporal, foramm observados apds o estabelecimento dos tumores malignos
na cavidade bucal, o que também fot relatado por WALLENIUS (1966; 1977) ¢
STEIDLER & READE (1984). Ao término do experimento os ratos do grupo
sialo/nqo apresentaram média de peso corporal estatisticamente menor que 0s
do grupo nomm/ngo, sugernindo menor resisténcia dos ratos xerostdmicos 2
presenca das ulceragdes na cavidade bucal causadas pelo 4ANQO. Ambos os
grupos stalo/nqo e norm./ngo apresentavam peso corporal inferior aos
tespectivos controles, sugerindo maior dificuldade de alimentacio e conseqilente

emagrecimento dos ratos com lesdes bucais causadas pelo 4ANQO.
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Neste estudo, com a aplicagiao de 4NQO por 4 meses e acompanhamento
clinico, os carcinomas foram observados apés 7 a 14 meses em 100% dos
animais. Nos sialoadenectomizados, os carcinomas ocotreram  1nais
precocemente, sendo estatisicamente significante em relagio aos que tinham
salivacio normal. Estd bem estabelecido que o desenvolvimento dos carcinomas
pelo 4NQO € dependente da dose e do perfodo de aplicagiio do carcinégeno. O
petiodo ¢ a dose modificam a quantidade e o tempo de formacio das lesGes.
SVENSON.& HETDEN (1982) ap6s aplicagio de 4NQO no palato de ratos por
12 a 22 semanas, obtiveram carcinomas apds 30 a 35 semanas. Estudo mais
detalhado sobre a relagio entre a dose e o tempo de aplicagdo do catcindgeno € o
pedodo de desenvolvimento de carcinomas foi realizado por FISKER et al
(1987). Os autores demostraram que quanto menor 2 dose do carcinogeno,
maior o tempo para surgimento do primeiro carcinoma. Com 2 aplicagbes o
primeiro carcinoma sutge apds 12 meses e com 18 aplicagdes apos 4 a 5 meses.
Neste estudo, com 4 meses de 4NQO o primeiro carcinoma fol observado apods
3 meses, totalizando 7 meses desde o inicio da aplicacio do 4NQO.

A xerostomia favoreceu ¢ desenvolvimento dos carcinomas,

demonstrando assim a acdo da saliva na protecio da cavidade bucal frente a
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carcinégenos quimicos. A saliva ndo mmpede o desenvolvimento dos carcinomas,
porém dificulta 2 agdo do 4NQO, retardando o aparecimento das neoplasias
malignas. A xerostomia pode causar ressecamento da mucosa bucal, fissuras na
lingua e Iibios e ulceracdes(GLASS, 1984), que podem favorecer a penetracio do
carcinbgeno. Além disso em ratos xerostdmicos o carcinégeno pode permanecer
por mais tempo na cavidade bucal, uma vez que nio serd removido rapidamente
pela saliva que esta em quantidade diminuida. Os dados obtidos confirmam os
achados de NAVARRO (1992) e SANTOS (1995) que demonstraram que ratos
staloadenectomizados desenvolveram carcinomas mais precocemente que ratos
com salivacio normal.

O prncipal sitio da cavidade bucal atingido pelos carcinomas foi a lingua,
seguido pelo palato e mandibula. Apesar do numero relativamente pequeno de
carcinomas em outros locais que ndo a lingua, ndo houve diferencas de tempo
entre o surgimento dos carcinomas nos varios locais da boca. Embora o 4NQO
seja aplicado na mucosa palatina, esta alta incidéncia de carcinomas na lingua
pode ser explicada pelo intimo contato da regido posterior da lingua com a area
de aplicacio do catcindgeno, fazendo com que ambos os sitios recebam

quantidade semelhante de carcinbgeno.
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Carcinomas na por¢ao anterior da lingua foram infreqiientes, sendo mais
comuns areas leucoplisicas e atrofia das papilas linguais. O desenvolvimento de
carcinoras na porcdo anterior da lingna é raro, sendo necessdrio o uso de
agentes promotores potentes ou a aplicacio do carcindgeno sobre superficies
submetidas a traumas ¢ escotiagGes (FUJITA et al, 1973). A maior resisténcia
observada na porgio anterior da lingua deve-se provavelmente i presenca de
espacos Interpapilares pronunciados na regido das papilas cOnicas simples, os
quals sZo recobertos por queratina mecanicamente mals resistente do que aquela
que recobre a extremidade das papilas. Ja na regifio do tubérculo intermolar, as
papilas filiformes verdadeiras e gigantes estio distrdbuidas muito préximas umas
das outras, consequentemente apresentam espacos interpapilares teduzidos, além
de apresentarem camada de queratina com composicio diferente daquela
encontrada nos espagos interpapilares (KUTUZOV & SICHER, 1951).

O aspecto clinico dos carcinomas de lingua, palaro e mandibula foi
semelhante ao descrito na literarura. Na lingua as lesdes desenvolveram
principalmente como nddulos de crescimento exofitico e endofitico, delimitado
por bordas elevadas e esbranquicadas e com superficie ulcerada e necrosada.
Com o desenvolvimento e expansio das lesdes, todo o tubéreulo intermolar e a

regido faringea da lingua eram atingidos. Os carcinomas de palato e mandibula
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tinham inicio ao redor dos dentes molares; apresentando-se como ulceracdes,
geralmente delimitadas por bordas elevadas esbranqguicadas, com expansio para
as faces palativa e lingual e vesubular dos molares. Histologicamente, os
carcinomas que se desenvolveram na lngua e palato foram do tipo escamoso,
diferenciados, com células atipicas e grande quantidade de queratina.
Dependendo da extensio do processo, observou-se areas de necrose e actumulos
de células inflamatdrias e thas de células neoplisicas invadindo musculos e
glindulas. No palato observou-se por vezes envolvimento Osseo. As
caractetisticas histologicas dos carcinomas bucais causados pelo 4NQO ji foram
descritos por NAVARRO (1992), SANTOS (1995). FISKER & PHILIPSEN
{1990) relatam que no palato é frequente o desenvolvimento de carcinoma
verrucoso, que apresentam hiperplasia epitelial, hiperqueratose, interdigitagGes
papilomatosas profundas, epitélio bem diferenciado, com areas de displasia e
membrana basal intacta. Esta caracteristica parece estar relacionada com altas
doses de 4NQO. Entretanto estas caracteristicas ndo sio predominantes na
ingua.

Durante a aplicacio do 4NQO até o sacrficio dos animais, os exames
clinicos da cavidade bucal mostraram a presenca de alteracdes que antecederam

os carcinomas. As ptimetras alteracSes podem ser observadas, na lingua e no
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palato apés dois meses de aplicagio do 4NQO ¢ caractetizam-se por areas de
leucoplasia, atrofia das papilas linguais e papilomas na lingua e perda das
mgosidades da regido intermolar do palato. A progressio destas alteragbes ja
foram descritas por WALLENIUS (1966); WALLENIUS & LEKHOLM (1973);
LEKHOLM & WALLENIUS (1976); SVENSON & HEYDEN (1982). Ainda
n30 esta bem determinado se os carcinomas evoluem a partir destas alteragoes.

A permanéncia de Candrda albicans na cavidade bucal fol estudada nos ratos
normais e sialoadenectomizados. Na maionria dos estudos relatados na literatura, a
inocualacio de Condida albicans na cavidade bucal dos animais é feita por trés a
quatro dias consecutivos { TOTTI, 1994; JORGE, 1991); entretanto neste estudo
optou-se pela utilizagdo de apenas uma inoculagéo da levedura, pois dessa forma
os resultados obtidos poderiam melhor representar o comportamento das células
inoculadas; enquanto que apos 3 ou 4 dias os resultados refletern um processo de
colonizacio resultante da sobreposicio de inoculagbes maltiplas.

Com relagido a permanéncia da Candida albicans na cavidade bucal apos 24 e
48h, da inoculagdo, observou-se que 2 xerostomia ¢ as alteracdes causadas pelo
ANQO favorecertam a permanéncia da Candida na cavidade bucal de ratos. Os
ratos sialoadenectomizados apresentaram nimero significativamente maior de

leveduras na cavidade bucal em ambos os periodos. Os efeitos da xerostomia na



108

coloniza¢io da mucosa foram estudados por MEITNER et al. (1990), TOTTI
(1994); JTORGE (1991). MEITNER et al. (1990) observaram maior nimero de
leveduras aderidas as células da mucosa bucal e do esbfago de ratos com fluxo
salivar reduzido. Em ratos submetidos 2 sialoadenectomia, JORGE (1991)
observou que apés inoculagio de 10° células /ml de C. albicans por 3 dias
consecutivos os ratos sialoadenectornizados aptresentavam mator nimero de
Candida na cavidade bucal que os ratos com salivacio normal Resultados
semethantes foram obtidos por TOTTI (1994); apds quatro inoculacdes sendo
que a quantidade de leveduras fol mator nos ratos xerostomicos até trinta dias
apbs 2 tltima inoculagio.

Nos ratos com duminuicio da salivacio, a remocio mecanica das leveduras
pela saliva fica comprometida e provavelmente este seja o ptincipal fator
responsavel pela umplantacio do fungo na boca JORGE et al, 1993; 1997).
Virios fatores estio envolvidos na permanéncia e colonizacdo bucal pela C
albicans. Um dos ptimeiros e mais importantes, € a capacidade de aderéncia das
leveduras s células epiteliais. A aderéncia ocorre principalmente pela interacio
entre adesinas do microrganismo e receptores especificos nas células epiteliais
(DOUGLAS, 1987, KENEDY, 1988, OLSEN, 1990). A aderéncia é necessana

pata 2 colonizacio inicial e conttibui para persisténcia da Candida no hospedeiro.
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Sem se aderir, a taxa de crescimento de C. albicans € insuficiente para manter o
fungo na boca. A maioria dos estudos sobre aderéncia de C. afbicans 3s células
epitehiais é realizado iz wifro e demonstram que varios fatores podem influenciar
na aderéncia da levedura as células epiteliais. Dentre esses fatores, a microbiota
indigena € de grande importincia, uma vez que pode favorecer a aderéncia,
agindo como ponte bacteriana entre a levedura e as células epiteliais (BAGG &
SILVERWOOD, 1986; MAKRIDES & MacFARLANE, 1983); ou dificultar a
aderéncia, ligando-se a possiveis adesinas de C. albicans (SEKI, 1997).

O maior numero de leveduras nos ratos xerostomicos também pode ser
explicado pela presenca de maior quantidade de bactérias nas papilas linguais dos
ratos xerostomicos em relagdo aos animais com salivagdo normal Segundo
SCOTT et al. (1985) e MAKRIDES & MacFARLANE (1983), E. wf e K
aerggenes favorecem a aderéncia de Candida e ratos por serem coprofagos podem
apresentar um grande nimero dessas bactérias na cavidade bucal

Nio foram encontrados na literatura dados referentes & aplicacio de 4
NQO e a permanéncia de Candida na cavidade bucal de ratos. Neste estudo
observou-se que 0s ratos normais e sialoadenectomizados tratados com 4 NQO
apresentaram um nuimero menor de Candida na boca em relagdo 20s nio tratados

no periodo de 24h apés a inoculagio, ocorrendo aumento ap6s 48h. O mamero



110

reduzido de Candida no periodo de 24h nos ratos tratados com 4NQO pode ser
explicado pela presenca dos carcinomas. Os carcinomas que se desenvolveram na
lingua dos animais apresentavam na sua maioria, ulceragGes € necrose, que nao
favorecem 2 aderéncia de C. albicans. Causando a diminuigdo do numetro de
ufe/ml recuperado apds 24h. Além disso, a expressiio das adesinas de Candida
pode estar modificada nas células neoplisicas, prejudicando a aderénca e
permanéncia da Candida na boca dos animais. Os tecidos adjacentes aos
carcinornas apresentavam intensa hiperqueratose, que foram as prncipais areas
de colomzacio por C. adbicans. O aumento no numero de células de Candida
recuperada da cavidade bucal observado apés 48h da inoculagio deve-se
provavelmente 2 multiplicagdo das leveduras, principalmente daquelas aderidas
nas areas adjacentes aos carcinomas onde a aplicacio do 4NQO resultou em
hiperqueratose acentuada.

A candidose bucal foi estudada apenas nos ratos com carcinoma na lingua,
por ser o principal reservatdrio da Candida na boca e provavelmente possuir
maior quantidade de receptores para a levedura, favorecendo a aderéncia e o
desenvolvimento da infecciio pela Candida.

A colonizacio secundaria de carcinomas bucais pela Candida e seu papel na

carcinogénese nio é bem compreendido. ZHANG et al. (1994) induziram
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alteracdes epiteliais na mucosa bucal de hamster através da aplicagio de DMBA,
que vatiavam de hipetplasia a4 displasia com virdos graus de severidade e
posteriormente inoculatam Candida albicans. Os autotes verificaram que Candida
albicans nduziu displasia em hiperplasia benigna e pode promover transformacio
maligna em casos de displasia epitelial. Segundo HSIA (1981) e KROG et al
(1990), Candida albicans pode favorecer o desenvolvimento de carcinomas na boca
e esOfago pela producio de nitrosaminas enddgenas. SEOQANE et al. (1996)
relatam 2 progressio de regido de quetlite angular crénica com constante presénga
de Cuwmdids pata carcinoma epiteliomatoso. YEMMA & BERK (1994
demonstraram que 2 inoculagdo intraperitoneal de C. albicans produzin numerosas
lesées semelhantes a tumores e abscessos em ratos e ainda que o dano tecidual é
causado pela liberacdo inicial de enzimas lisossémicas pelos tecidos afetados pela
infeccio por Candida.

For observado neste estudo gue os ratos dos grupos norm/nqo e
stalo/nqo, com carcinoma de lingua, apresentaram mmaior nimero de candidose
que os ratos dos grupos norm. e sialo, demonstrando que as alteragbes no
epittlio da lngua dos ratos causadas pelo 4NQO favorecem a infeccio.
Entretanto, como ficou demonstrado nas tabelas 6 e 7 dos resultados, as

candidoses predominaram nas areas de hiperqueratose no epitelio adjacente aos
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carcinomas e nfio nos carcinomas ji desenvolvidos. O epitélio da lingua dos ratos
adjacente aos carcinomas apresentava areas de Intensa hiperqueratose que
frequentemente estavam invadidas por hifas de Candida, enquanto que as dreas de
candidose no interior dos carcinomas foram raras, mesmo naqueles com
abundante producdo de queratina. A Candida albicans é queratdfilica e isso pode
explicar a maior incidéncia de candidose nas dreas hiperguerat6ticas da superficie
epitelial adjacente aos carcinomas, E possivel que a queratina dos carcinomas seja
diferente, além das areas de necrose e ulceracio dificultarem a invasio pela
Candida.

E interessante enfatizar que em humanos, vérios trabathos indicam que a
Candida € mais frequente em areas de hiperqueratose, principalmente dispasicas
do que em regides de carcinomas (CAWSON, 1966). JONES e RUSSEL (1973},
relataram que embora confinada 4 camada cOrnea, a candidose esta associada a
alteracOes significativas nos tecidos epitelial e subepitelial, o que sugere pelo
menos um papel co-causativo da infeccio por Candida em alguns casos de
leucoplasias em humanos. LIPPERHEIDE et al (1996) estudaram a prevaléncia
de Candida em 35 casos de leucoplasias e isolaram a levedura de 43.7% dos
pacientes, sendo a C albuwans sorotipo A a espécie predominante, estando

presente em 76% das amostras de lencoplasia. Estes autores observaram que 2
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presenca de lesGes orais estava associada 2 diminui¢Zo no numero de espécies e
biotipos de C. adbicans isolados, sugerindo que a C. albicans e particularmente
alguns de seus biotipos mostram alto potencial de adaptagdo as alteragdes
associadas com o desenvolvimento de leucoplasias e liqguen plano. Outro aspecto
importante 2 ser observado € que a aderncia da Candida aos queratinécitos é
seletiva e dependente da presenca de receptores especificos na superficie das
células. Assim a menor incidéncia de candidose em 4reas de carcinoma rambém
pode ser explicada pela possivel alteraclio ou destruicio desses receptotes no
tecido necrético da superficie dos carcinomas enquanto que estes receptores
podem estar expressos em major quantidade nas dreas de hiperqueratose.
COTTER et al. (1997) demonstratam in vitro que alteracbes nas membranas
celulares nos estagios miciais de apoptose induzida por agentes quimioteripicos,
estdo diretamente relacionadas 4 diminuicio da aderéncia de Candida.

O tipo de queratina também esta relacionado com a aderéncia e
consequentemente com a colonizagio do epitclio pela Candida. A aderéncia
ocorre predominantemente Na queratina “mole” da face convexa das papilas
enquanto que na queratina “dura” da face oposta a aderéncia é extremamente

rara. A queratina produzida pelas células neoplasicas pode estar modificada, o que
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explicaria a baixa incidéncia de candidose nas pérolas de queratina dos
carcinomas,

No perdodo de 24h as areas de candidose foram mais freqlientes nos ratos
stalo, enquanto que apds 48h, tanto os ratos nowmais quanto sialo apresentaram
namero semethante de dreas de candidose; o que pode ser devido provavelmente
ao maior numero de células presentes na cavidade bucal desses animais em
relagdo aos normais. Apds 48h observou-se malor mcidéncia de infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear, com formacéo de microabscessos intraepiteliais,
provavelmente devido ao aumento da candidose e do dano aos tecidos. Aumento
semelhante no periodo de 48h apds a inoculagdo de Candida foi observado por
LACASSE et al. (1990).

Os carcinomas, mais que 2 sizloadenectomia isoladamente, favoreceram a
candidose, uma vez que 92% dos ratos norm./nqo e sialo/nqo desenvolveram
candidose, enquanto que apenés 10% dos ratos sialo foram posidvos. Observa-se
atnda que os ratos tratados com 4NQO tiveram além de maior mémero de dreas
de candidose, Areas mais extensas que 0s nio tratados.

A partir dos dados obtidos, conclutu-se que carcinomas de lingua de ratos
tavorece a infeccdo secundaria por C. albuans, principalmente nas regides de

hiperqueratose. Estes dados estio de acordo com dados na literatura que indicam
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associacio entre a presenca de Candida e displasias epiteliais de boca. O modelo

usado pottanto, parece ser adequado para outros estudos que possam colaborar
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| para melhor compreensio da participacio das candidoses nas leucoplasias e
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| carcinomas de boca.
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Conclusdes

1 A xerostomia favoreceu a permanéncia de C. albicans e o desenvolvimento

de candideose na lingua dos ratos.

2 Candidose foi mais frequente nos ratos normais e sialoadenectomizados

tratados com 4NQO e que apresentavam carcinoma de lingua.

3 A presenca de candidose foi mais frequente nas areas de hiperqueratose na

supetficie epitelial, adjacentes ao carcinomas que no interior das neoplasias.
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Aderéncia de Candida albicans na superficie da lingua de
ratos normais e xerostomicos tratados com tetraciclina



119

Introducio



120

Introducgio

A candidose bucal ¢ uma infeccio oportunista causada pelo género
Candida, principalmente pela espécie C. albicans, em pacientes normais e
imunossuprmidos (SANGERORZAN,1994; REICHART, 1995). A C. albicans é
um comensal da cavidade oral, sendo encontrada em 20-40% dos individuos
normais (ODDS, 1988). Como em outras infecgles, a aderéncia de Candida is
células epiteliais é considerada etapa fundamental pama o desenvolvimento da
doenca (MACURA, 1987). Vinas adesinas, particilarmente do dpo
manoproteina, foram descritas na C. albians (SEGAL et al, 1987
CALDERONE, 1993), mas o mecanismo de adeténcia ainda nfo estd bem
estabelecido. Xerostomia e antibioticoterapia favorecem o desenvolvimento de
candidose bucal (OLSEN, 1990; JORGE et al, 1993;), mas nido é conhecido se
interferem nos mecanismos de aderéncia. Como os estudos de aderéncia de
Candida sio geralmente feitos i wifro, usando suspensoes de células epitelias ou
materiais de proteses (VASILAS, 1997), o objetivo deste trabalho foi verificar a
aderéncia de Candida albreans v vive oa lingoa de ratos, assim como avaliar os

efeitos da xerostomia e do tratamento com tetracicling.
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Material ¢ Métodos

Foram utilizados 160 ratos Wistar machos, pesando cerca de 200g . Antes
do inicio do experimento, os animais foram submetidos 2 pesquisa de leveduras
do género Candida na boca. Um "swab" previamente esterilizado foi passado na
cavidade bucal dos ratos e a seguir semeado em placas contendo dgar Sabouraud
Dextrose contendo cloranfenicol a 0,1 mg/ml de meio (Quemicetina Succinato,
Catlo Erba), As placas foram incubadas a 37°C por 48h ¢ a seguir pesquisou-se a
presenca de colbnias caracteristicas de Candida.

Ottenta ratos foram submetidos a staloadenectomia das glindulas salivares
malores, parotida, submandibular e sublingual (CHEYNE, 1939). Quarenta ratos
normais e 40 sialoadenectomizados receberam tetraciclina a 2% na 4gua de beber
durante 4 dias. Doze horas ap6s a suspensio da administragio da tetraciclina, os
animais foram inoculados com 0,2 ml de suspensio contendo 5x10° células de C.
albicans na cavidade bucal, com auxilio de uma seringa de 1 ml e o ndculo
espathado sobre a lingua com um swab previamente esterilizado ¢ embebido na
suspensdo. Os restantes, normais e xerostdmicos, receberam apenas aplicacido de
C. albicans. Os apimais foram mortos 5, 15, 30, 60 min, e 4, 12, 24 ¢ 48h apds a
inoculacdo, A lingua foi retirada, lavada em solucdo fisiologica e fixada em

formol a 10%. Antes da inclusio em parafina, 2 lingua foi cortada no sentido
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tansversal, separando os dois tercos anteriores do tet¢o postetior e
longitudinalmente na porcio central Os cortes de 5 ym foram corados pelas
técnicas de H&E e PAS-hematoxilina.

A quantidade de bactérias foi avaliada subjetivamente considerando-se os
ratos controles como +-+. O nimero de leveduras aderidas foi determinado
mediante contagem das células com auxilio de objetiva de 40X e ocular de 10X,
na regido das papilas verdadeiras, conicas e gigantes em dois cortes da lingua, 20
campos por tipo de papila, totalizando 60 campos por animal O ndmero de
campos Hcroscopicos com a presenca de pseudohifas no interior do epitélio,
caracterizando candidose, foi determinado nas tesmas regibes observadas para
aderéncia da levedura, com uma média de 60 campos por animal. As contagens
foram realizadas sempre no sentido da ponta para a regiio faringea da lingua.

Nos petiodos de 4, 12, 24 e 48 horas, antes do sacrificio, C. afbicans fo1
recuperada da cavidade bucal dos anirnais através da coleta de saliva com auxilio
de uma “bolinha de algodio” previamente esterilizada e pesada que fol mantida

na boca dos ratos por 5 min. e a seguir novamente pesada para se determinar o

volume de saliva coletado. O algodiio foi transferido para um tubo de ensaio

onde o volume de saliva foi completado para 2 ml com solugio fisiologica

estertlizada. Apds homogeneizacio, as amostras foram submetidas 4 diuigSes
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decimais até 10° ¢ semeadas em duplicata em placas contendo dgar Sabouraud
Dextrose com cloranfenicol e incubadas a 37°C por 48h. O ndmero de ufc/ml
recuperado da boca dos animais foi determinado mediante contagem das
colénias caractetisticas de €. albicans na melhor diluicio considerando-se o
volume de saliva coletado. Nos periodos de 15 a 60 min a recuperagdo nio foi
feita porque este procedimento podetia interferir com a aderéncia das leveduras
na supetficie da lingua. Todos os procedimentos realizados neste estudo quanto 2
sialoadenectomia e inoculacio de C albicans estdo descritos em materal e

métodos da pag. 57.
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O dorso da lingua de rato é formado por papilas cbnicas, verdadeiras,

gigantes. Numa das faces da papila, 2 queratia € aciddfila (queratina “dura™) e na

outra, € baséfila (queratina “mole™), onde observa-se acimulo de placa formada

por 3 a 4 camadas de bactérias. A antibloticoterapia sistémica praticamente

eliminou as bactéras aderidas as papilas, por outro lado, a xerostomia aumentou

2 quantidade de bactérias, que também foram freqientemente observadas na

queratina “dura” (Tab. 1). Apds 1Zh da andbioticoterapia tanto no grupo

controle quanto no xerostdmico, bactérias foram novamente observadas nas

papilas, mas em quantidade menot dos que nos respectivos controles.

Tabela 1- Presenca de bactérias na superficie da lingua de ratos dos grupos norm., nomm. /tet,
serost. e xerost./tet. O tempo fol considerado apds a moculagio de Candida na boca, quando
o tratamento com tetraciclina tinha sido interrompido (n=5).

Periodo norm. norm./tet xerost, xerost. /tet
5 min. ++ - +4+ —
15 muin. ++ _— +++ —_
30 min. +4 — + _
H0mmn, 4+ —_— + o+ —_
4h e - +++ -
12h ++ + +++ +
24h ++ + A +
48h ++ + + 4+ ++

— auséncia de bactéras

{(+) pouco (++) moderado (+++) abundante
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Em todos os grupos, a leveduta foi encontrada principalmente na
superficie das papilas verdadeiras e em menor quantidade nas gigantes ¢ cOnicas
respectivamente. Quando os ndmeros eram muitos pequenos 0s valores das
papilas conicas e gigantes eram semelhantes (Tab. 2). Assim como as bactérias, as
células de C. afbicans estavam aderidas principalmente na queratina "mole” da face
convexa das papilas. Nos animais normais e xerostémicos a placa bacteriana
estava bem organizada, embora mais acentuada nos ratos xerostdmicos, e as
leveduras foram observadas prncipalmente sobre as bactérdas. A mailor
quantidade de particulas de Candida foi observada apés 5 min., diminuindo
gradativamente até 30 minutos. Apés 60 min., o ndmero ji era muito baixo em
relacio ao imicial, assim permanecendo até 48h. A xerostomia aummentou
significativarente 2 quantidade de Candida aderida, principalmente até o peﬁodo
de 60 min enquanto que a antibioticoterapia teve efeito oposto, causando
diminuicio de leveduras. Entretanto, os animais xerost./tet mostraram mais
Candida do que os grupos sorm. e norm./tet (Tab. 3). Nos ratos normais
tratados ou nio com tetraciclina, o numero de particulas aderidas diminuiu
gradativamente até o petiodo de 60 min., quando atingiu valores préximos a
zero, assim permanecendo posteriormente. Nos xerostémicos, a estabilizacdo da

contagem em valores bem baixos ocorreu apés 4h.



128

Tabela 2 - Média e desvio padrio do mimero de células de C. albicans aderidas as
papilas linguais de ratos normais e xerostdmicos tratados com tetraciclina, em 20
campos microscopicos (aumento de 400X) de cada tipo papila (PV= papilas
verdadeiras, PG = papilas gigantes, PCS = papilas conicas simples) (n=5).

Periodo  papila norm. norm./tet xerost. xerost./tet
PV 4122+4333.8(5) 167.4£119.7(5) 1690.2£757.1(5)  579.24840.2(5)
Smin. PG 83.8:62.5(5) 158+12.9(5)*  §18.6£613.0(5) 222.0+261.6(5)
PCS  37.8+169(5)  SO:1LIBY  5545:366.9(5)  7224613(5)7*
PV 108.0:56.0(5) 138+12.1(4)% 706.8£197.8(5)  648.8+759.9(5)*
15min. PG 25.8+15.9(5) 1.240.8(4)* 2160+67.3(5) 53.8438.3(5)*
PCS 17.4:9.1(5) 1.0£0.7(4)* 274.2+170.4(5) 42.8%17.7(5)*
PV 804£25.3(5)  8.4x13.8(4)*  257.0x129.5(5) 89.0+48.5(5)¥
0min. PG 164:129(5)  0.8:0803)*  62.0468.6(5) 27.8£20.3(5)
PCS 17.4£9.1(5) 1.6£2.5(3)* 51.4431.8(5) 5.6+4.8(5)*
PV 16:3.0(2)  32455(1)  99.8£64.8(5) 59.2440.0(5)
60min. PG 02+05(1)  02405(1)  35.4:20.3(5) 27.8£20.3(5)
PCS  02:0.5(1)  02:05(1)  326£17.0(5) 11.6£11.7(5)
PV 16£18(3) 4243105 5.2+4.1(5) 19.6£13.3(5)
4h PG 00) 2.0+1.0(5) 0.8+1.1(2) 4843.1(4)*
PCS  0.4:05(2)  1.0413(4) 2.0+1.6(4) 3.042.8(4)
PV 06:06(3)  1.6£27(2) 4.0£1.9(4) 1.8+1.9(4)
2k PG 0(0) 0.6£0.503) 1.4£1.903) 0.240.5(1)
PCS  02:05(1)  0.6£0.9(2) 1.2¢1.8(2) 1.0+1.0(3)
PV 3.6£2.9(5) 3.4+3.5(4) 6.6+13.1(3) 8.0+10.4(4)
24h PG 06£13(1)  0.2:0.5(1) 0.6+1.3(1) 2.242.7(3)
PCS  06809(2)  1.6:17(3) 0.8£1.1(2) 2.041.1(5)
PV 42152(3) 263809 1.0£1.7(2) 12.2+13.8(4)
48h PG 04209(1)  0.240.5(1) 0(0) 3.2043.1(4)*
PCS  12413(3)  1.2:1.80) 4.6£31(5) 7.0:6.9 (4)

* . Diferenca estatisticamente significante em relacio aos respectivos
controles, em 5%, pelo teste "t" de Student.
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Tabela 3- Média e desvio padrio do nmimero de C. afbieans aderidas as papilas
linguais de ratos dos grupos norm., norm. /tet, xerost. e xerost./tet (60 campos
por animal). Entre parénteses esti 0 niumero de ratos positivos (n=>5).

Periodo norm. norm./tet Xerost. xerost./tet

Smin.  533.80£404.57(5)  191.20£115.5)*  3000.20+121878(5)  873.40+1134(5)*
15min.  155.40469.07(5)  16.00£13.40(4)*  1186.00£240.78(5)  743.40+815.97(5)
30min.  114.20£37.28(5)  10.80£14.27(4)*  388.40+178.94(5) 122.40+73.60(5)*

60rmin. 2.0042.82(4) 0.80+0.84(3) 167.80+92.48(5) 98.60:£72.15(5)
4h 2.00+2.00(3) 7.2045.45 (5) 8.00£4.36(5) 27.40+17.09(5)
12h 0.8040.83(3) 5.00£2.91(4) 6.60+1.14(5) 3.0042.55(5)
24h 4.8043.63(5) 5.20%5.17(5) 8.00414.05(4) 12.40+13.63(5)
48h 5.8046.30(3) 4.00+6.67(4) 5.60::3.20(3) 22.40:4£23.80(5)

* - Valores estatisticamente significantes a nivel de 5% através do teste "t” de
Student em relagio a0s respectivos controles.

Nos animais normais, a presenga de Candida na forma de micélio foi
observada em apenas um tato no petiodo de 48h. A xetostomia facilitou
discretamente o desenvolvimento de candidose, enquanto que a tetraciclina teve
efeito mais pronunciado, com resultados semelhantes pos animais normais e
xerostomicos. Apenas no periodo de 48 horas, os ratos do grupo xerost./tet
tiveram valores significativamente maiores que os do grupo norm./tet (Tab.4).
Histologicamente observou-se apés 24h intensa infiltracio da queratina por
Candida, com hiperqueratose, acantose e aplainamento das papilas linguais. Apds
48h, as 4reas de candidose apresentam intenso infiltrado inflamatério, com a

formacio de microabscessos intraepiteliais.
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A recuperacio de Candida da boca dos ratos foi feita nos periodos de 4, 12,
24 e 48h., visto que nos periodos aﬁteriores este procedimento podena influir no
processo de aderéncia da levedura. Dos animais do grupo norm. foi recuperado
1.35X10% apés 4h, diminuindo para 0.24 e 0.008 nos petiodos de 12 e 24h
respectivamente e aumentando para 0.09 apds 48h. Os ratos do grupo xerost.
tiveram uma dindmica de diminuicio e aumento de leveduras semelhante, mas
com valores cerca de 5 vezes maiotes. O tratamento com tetraciclina aumentou a
quantidade de leveduras recuperadas tanto nos animals normais quanto nos
zerostomicos, Deve-se ressaltar que em todos os grupos houve significativo
aumnento do nuimero de leveduras no periodo de 48h em relacio ao de 24h.
Pasticularmente no grupo xerost/tet que teve os valores mais altos nos pedodos
de 48h, o aumento de ufc/ml recuperada fol acompanhado do aumento do
numero de areas de candidose € particulas de C. albrrans adenidas (Tab. 5).
Tabela 4- Média e desvio padrio do ntmero de campos positivos para candidose

em 60 campos da superficie da lingua de ratos dos grupos norm., norm./tet,
xerost. e xerost./tet. Entre paténteses estd o numero de animais positivos (n=5).

Periodo norm. norm./tet XErost. xerost./tet
(horas)
4 0 3,446 54(2)" 02£045(1)  2.8+4.60(4)*
i2 0 14.2£17.18(3)* 7.4+10.85(2) 3.845.76(2)
24 0 14.6£15.67(4)  0.24045(1)  16.8+4.76(5)

48 02+0.45(1)  188+1327(5)*  1.042.23(1)  49.4214.69(5)

* - Valores estatisticamente significantes a nivel de 5% através do teste “t” de Student em
relagdo 30s respectivos controles.
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Tabela 5 - Média e desvio padrio de ufc/ml (x10% de C. afbicans recuperada da
cavidade bucal de ratos norm., norm./tet, xerost. e xerost./tet (n=5).

Perdodo(h) norm. nomm. /tet Xerost. xetost./tet
4 1.35+1.27 23.60 £19.34% 5374382  23.20 +10.20%
12 0.24 +0.13 1.05 £0.85* 1.47 +1.24 2.30 £2.50*
24 0.008 +0.005 2.64 +3.68* 0.03 £0.04 3.50 £5.60*
43 (.09 +0.07 16.59 +24.52* 1.06 +1.44 7520 +78.90%

* - Valores estatisticamente significantes a nivel de 5% através do teste “t” de
Student em relacidio aos respectivos controles.

Os resultados obtidos do ndumero de leveduras aderdas, o nimero de
campos microscopicos positivos para candidose € 0 numero de ufc/ml de
Candida recuperado da cavidade bucal de cada animal sio mostrados nas tabelas 6
e 7. A tabela 6 compara os resultados encontrados nos ratos dos grupos norm. e
norm./tet e a tabela 7, os resultados encontrados nos animais dos grupos xerost.
¢ xetost./tet. Estes dados mostram melhor a varabilidade individual dos

resultados e a dificuldade de relacionar Candids aderida; recuperada e candidose.
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Tabela 6 — Cotrelacio entre o nimero de ufc/ml de Candida, leveduras aderidas e 4reas de candidose
nas papilas da lingua de ratos dos grupos norm. ¢ norm./tetracicling, nos periodos de 5, 15, 30, 60
min., 4, 12, 24 e 48k apds a inoculagio da suspensdo de Candids, (PCS = papilas cOnicas; PV = papilas
verdadeiras e PG = papilas gigantes) (n=5).

norm. nom./tet
Candide adenida Candidose Ufc/ml Candida aderida Candidose Uc/ml
Perdodo PCR PV PGPS Py PG {x10%) PCS Yy PG PLCS PV PG (104
Bendn.
Rato 1 in 80 22 0 0 0 - 1 82 37 0 0 0 -
2 45 155 30 O 4] G - 2 297 18 i} 4] G -
3 14 450 81 3 §] & - 2 a2 G ¢ G 4 -
4 41 485 93 d 1] G - G 300 12 G ¢ H -
5 59 911 187 G i} {1 - 20 76 6 it i 0 -
15ma
Ramo 1 z 125 9 ] U] [ - 1 11 i . d 9 -
2 23 158 52 a 0 §] - ] 0 ] i) 0 0} -
3 24 162 20 0] 3 0 - 1 & 1 0 a G -
4 17 3G 24 1] O 0 - 1 368 2 0 0 0 -
A 13 4% 24 0 g G - 2 22 2 ¢ ¢] ¢ -
30mmn
Rato 1 g £1 2 g 4] 4] - 1 3 i it 4] O -
2 20 83 15 i ¢ g - 43 4 2 0 H 0 -
3 14 113 37 3 a i - t { & a 0 ] -
4 a2 T 17 0 0 & - It 2 g G G { -
3 12 43 1G O 3 ] - 1 33 1 0 0 0 -
S0enin
Rato 1 g 0 g ) G ¢ - it ¥; i 0 g 1] -
2 4] Q 1 ) ] G - i O ] ] ¥ & -
3 1 1] Q Q Q 0 - G f} g ¢ G & -
4 0 7 4] Q 1] 4] - 0] 2 4 0 0 0 -
5 G 1 [+ G 0 G - ¢} g 1 ¥ Q O -
4h
Hatol Q 0 ] ¢ 4] 0 0.38 1 20 2 ¢ G 4] aL7
2 1 i 0 0 3 0 1.14 33 a0 a7 1 11 3 225
3 4] { 0 0 0 aQ Q.83 0 248 108 ] 0 4] 313
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Tabela7 — Correlacio entre o nimero de ufc/ml de Candida, leveduras aderidas e dreas de
candidose nas papilas da lingua dos ratos dos grupos xerost. e xerost,/tet, nos perfodos de 5,
15, 30, 60 min., 4, 12, 24 ¢ 48h apds 2 inoculacio Candida, (PCS= papilas conicas; PV= papilas
verdadeiras € PG papilas gigantes) (n=5).
zerost. xerost./tet
Candida aderida Candidose ufc/ml  Candida aderida Candidose ufe/ml
Pedodo PCS PV PG PCS PV PG (109 PC3 PV PG PCS PV PG (x10%

Rato 1 92 1892 342 G G & - 133 2060 665 iy ] { -
z 784 1222 208 G 0 1] - 2 0 59 0 G G -
3 323 2857 1204 G 0 0 - 33 434 252 0 ¢ G -
4 022 1222 1703 0 4] 1] - 140 231 of G g Q -
5 351 2058 546 e 0O 0 - 5% o2 36 G 0 a -
15min
Raio 569 G96 223 it 0 0 - 7 33 14 0 G 1] -
2 i74 732 268 0 4] 4 - i 115 31 0 O 0 -
3 155 872 i22 G 0 G - 10 &1 16 Q 0 { -
4 204 854 288 0 0 i - 14 39 16 1 2 0 -
5 269 380 179 0 { 0 - 0 157 62 0 G G -
30rmisy
Rato 4% 85 3 0 0 0 - 23 89 27 g 3 ¢ -
2 20 356 47 G i] G - 2 62 5 0 0 0 -
3 163 254 27 0 0 it} - ¢ 37 12 0 0 D -
4 32 428 17 0 0 ) - 8 4 23 0 0 0 -
5 53 252 54 0 0 o - 25 104 8 0] 4 0 -
Smin
Rato 1 42 &5 35 0 0 ¢ - 47 1980 45 ] 0 G -
2 18 it 2 H & G - 20 250 34 0 ¢ 0 -
3 56 150 49 G it Q - 64 434 67 0 0 0 -
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4h
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Fig. 1- Corte histologico da superficie da lingua de rato normal (norm.), 15 min. apés a inoculacio de

C. albicans. A aderéncia da levedura ocorre sobre a placa bacteriana (seta), localizada na "queratina mole
da face convexa das papilas verdadeiras (800X - PAS-H).
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Fig. 2- Aderéncia de C. albicans na superficie das papilas verdadeiras, 15 min. apds a inoculagao em
rato xerostomico. Acimulo de placa bacteriana pode ser observado nas 2 faces das papilas e nos

espagos interpapilates (seta). A aderéncia de Candida ocorre na placa bactetiana presente principalmente
na "queratina mole" da face convexa das papilas ( 800X, PAS-H).

w7

Fig. 3- Figura 2 em maior detalhe, mostrando a aderéncia da C. a/bicans (seta) sobte a placa bacteriana
das papilas verdadeiras. (2000X - PAS-H).
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Fig. 4- Supetficie da lingua de rato xerost/tet, 5 min. apds a inoculagio da Candida. Observa-se
auséncia da placa bacteriana na superficie das papilas (seta). As papilas estio alongadas, com
descamacao da queratina (315X - PAS-H).

Fig 5- Maior aumento da figura anterior, mostrando auséncia da placa bacteriana e leveduras, a maioria
aparentemente solta (seta) (800X - PAS-H).



Fig 6- Candidose na lingua de rato xerost/tet, 24h apés a inoculagio da levedura. Presenca de
numerosas hifas mostrando infiltragio na queratina (seta) da regiao das papilas verdadeiras e leveduras
mais superficialmente. O epitélio apresenta acantose e hiperqueratose (asterisco) (800X - PAS-H).

Fig 7. Maior aumento da figura 6, onde observa-se hifas da C. albicans apresentando virios
brotamentos(seta) (2000X - PAS-H).
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Fig. 8- Candidose na lingua de rato norm/tet, na regido das papilas verdadeiras, 48h apés a inoculagao
da levedura. Numerosas hifas na querauna, com infiltracio perpendicular ao epitélio (seta). Intenso
infiltrado inflamatério polimorfonuclear, com formagao de microabscessos intraepiteliais pode ser
observado (cabeca de seta). O epitélio da regido encontra-se displisico, com acantose e hiperqueratose
(asterisco) (800X - PAS-H).

Fig. 9 - Maior aumento da figura anterior, mostrando a intensa presenca de hifa de C. albicans (seta) e
microabscessos intraepiteliais (cabeca de seta) (2000X - PAS-H). .
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Discussio

Os resultados deste trabalho confirmaram que a xerostomia facilita o
desenvolvimento de candidose em ratos { MEITNER et al,, 1990; JORGE et
al,, 1993, TOTTI, 1994). Considera-se que nos animais com hipossalivagio a
diminuicio da remoc¢do mecinica das particulas de Candida pela saliva seja o
mecanismo facilitador mais importante para a implantacio do fungo JORGE,
1993, 1997). Em humanos a xerostomia causada por substincias quimicas ou
por alteracbes glandulares como na radioterapia tem efeitos semethantes
(BROWN et al, 1975; EPSTEIN & SCULLY, 1992;). O wgatamento com
tetraciclina aumentou de forma acentuada a candidose fanto em animais
normais quanto em xerostdmicos. A tetraciclina € um antibidtico de largo
espectro, alterando 2 microbiota bucal proporcionado maior crescimento de
fungos como Candida albicans (RUSSEL et al, 1973). A agio da tetraciclina
pode ser confitmada microscopicamente, pois 2 placa bacteriana presente na
queratina "mole” das papilas linguais foi praticamente eliminada nos animais
tratados com tetraciclina, O uso de tetraciclina é freqiliente na inducio de
candidose em ratos (RUSSEL et al., 1976; FISKER et al,, 1982; SHAKIR et
al, 1986), entretanto ALLEN et al. (1985) nfo encontraram correlacio
positiva entre o uso de tetraciclina e maior incidéncia de candidose bucal

Qutros fatores podem facilitar o desenvolvimento de candidose, como
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imudeptessdc e diabetes mellitus (KNIGHT & FLETCHER, 1971;
QUIRINO et al, 1994; GREENSPAN, 1994). Ratos recém nascidos
desenvolvem candidose mais facilmente, como descrito por BYKOV (1991),
com formacio de tubo germinativo e invasio epitelial apos 2h da inoculagio.
Enzimas como fosfatases, proteinases, hialuronidase e condroitin sulfatase
porduzidas por C. albicans, favorecem a penetracio da levedura nos tecidos
DOUGLAS, 1987, SHIMIZU et al, 1996), ndo sendo conhecido se
antibibticos como a tetraciclina interferem na produgio destas enzimas.

Assim como na candidose, a Xerostommia e principalmente o tratamento
com tetracicling aumentaram a quantidade de Candida recuperada da boca de
rato em todos os periodos analisados. Nos animais normais e xerostomicos
houve diminuicio gradativa até o perfodo de 24h, e aumento apds 48h. Nos
ratos tratados com tetraciclina o namero de ufc/ml recuperado apds 4h foi de
23X10* com profunda diminuicio no perodo de 12h. Diferentemente dos
normais € xerostdémicos, nos animais que receberam tetracichna, houve
tendéncia de aumento ap6s 24h, sendo mais evidente no periodo de 48h.

Pode-se considerar que a diminuigdo gradativa indica simplesmente a
eliminagio mecanica das patticulas de Cardida pela saliva, o que € faciimente
compreendido na xerostomia, mas niio explica os resultados com tetraciclina.
(s valores mais altos observados com a tetraciclina provavelmente refletem a

maior proliferacic de Camdida na saliva, facilitada desde os periodos mais
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precoces pelo desequiltbrio da microbiota bucal. E possivel que a tetraciclina
também diminua a eliminacao de leveduras por outros mecanismos ainda nio
determinados. A reversio de diminuicdo para aumento de Candida também
pode ser atribuida a proliferacio de Candida, que pode agora estar diretamente
relacionada 2 presenca de candidose.

Além de receptores nas células epiteliais e saliva, a aderéncia da C
albicans em bactérias da microbiota bucal pode ser etapa importante no
desenvolvimento da candidose. A aderéncia de C, albicans 2 superficie epitelial
envolve muildplos mecanismos como adesinas e forgas hidrofébicas, que
podem ser modulados por virios fatores como pH, temperatura,
antibioticoterapia, bactérias comensais, tipo de tecido, producio de enzimas e
formacio de tubo germinativo (DOUGLAS, 1987, BAILEY et al, 1995;
ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 1998). Forcas hidrofébicas podem ser
relevantes nas etapas iniciais da Interacdo adesina-receptor, visto que sfio
estabelecidas 2 distincias maiores. De fato, C. albicans com forgas hidrofobicas
mais fortes aderem-se mais as células epiteliais HAZEN & HAZEN, 1988). A
transformacio de leveduras em hifas favorece 2 aderéncia pots estd associada a
alteracdes na expressic de adesinas e hidrofobicidade na superficie celular
(WELLMER & BERNHARDT, 1997).

Os resultados deste trabalho mostram claramente que 2 aderéncia de

particulas de Candida na superficie da lingua de ratos € dependente da placa
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bacteriana presente na queratina "mole” das papilas linguais, que atua como
“ponte bacteriana” entte as leveduras e o epitélio (BAGG & SILVERWOOD,
1986; TOKONUGA et al., 1990). Pela metodologia usada nido é possivel
determinar o grau de aderéncia, embora antes da fixacio em formol, 2 lingua
tenha sido lavada em dgua para eliminacio de pardculas ndo aderidas. De
acordo com MARRIE & COSTERTON (1981) a interacdo entre Candida e
células epitelials pode ser classificada em frouxa, mediada por mattiz positiva
para vermelho de ruténio, ou forte, entre fibrilas da superficie da Candida e
mterdigitacoes das células epiteliais. A parede da C. adbicans é lisa, hidrofdbica,
com 100-300nm de espessura, sendo formada por até 8 camadas distintas.
Considera-se que a parede seja formada de 0.8-10% de proteinas e 70-97% de
carboidratos. Manoproteinas ligadas a $-1-6 glucano, glicomanoproteinas
fazem parte da parede extema, sendo antigénicas e possivelmente manose e as
porgGes protéicas sio as adesinas muals unportantes. Manose € o agicar
principal, glicose e glicosaminas também estdo presentes nas glicoproteinas da
parede da C. albicans. Outras adesinas foram parcialmente caracterizadas,
como lipidios e moléculas de fimbrias (LAW et al., 1997). De um modo geral a
mteragio adesina-receptor pode ser por proteina-proteina, proteina-
carboidrato, carboidrato-carboidrato,

Na mucosa bucal a C. albicans adere-se a receptores da superficie dos

epitéhos queratinizado e paraqueratinizado. Como no caso das adesinas, virios
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receptores foram descritos nas células epitelias, principalmente carboidratos de
glicolipideos e glicoprotelnas como seqiéneia de agucares encontrados em
todos 0s grupos sangiiineos do sistema ABO(H) (BRASSART et al, 1991),
glicosideos (fucose e galactose) e glicoesfingolipideo (YU er al, 1994).

O extrato corneo € formado de células ricas em queratina, embebidas
em matriz rica em ceramidas, colesterol e éci&os graxos. A membrana celular é
formada de lipideos e proteinas, ¢ (C albuans produz enzimas que
desorganizam estas moléculas, facilitando a invasdo. Na pele hd pelicula
tormada principalmente de lipideos oriundas das glandulas sebaceas, ¢ na boca
por mucina e glicoproteinas das glindulas salivares. Moléculas destas secrecOes
podem ser receptores impottantes, como também podem ter propriedades
anti-aderentes. O'SULLIVAN et al. (1997) descreveram proteinas ricas em
prolina da saliva da parétida com propriedades de receptores para C. albicans.
C. glbicans também tem adesinas para vagios peptideos da matriz extracelular,
laminina e fibronectina, e fibonogénio que facilitam as infeccdes profundas e
disseminadas (CRITCHLEY & DOUGLAS, 1987; YU et al, 1994;
PENDRAK & KLOTZ, 1995; CAMERON & DOUGLAS, 1996).

As formas de interagio com as bactérias provavelmente sio mediadas
por polissacarideos, mas ainda ndo foram descritas as principais adesinas
envolvidas. Sabe-se que diferentes tipos de bactéras tém malor ou menor

afmidade para aderéncia de Cawdida alvicans. C. albicans tem afinidade por
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diversas espécies de estreptococos otrais, em particular a S gordons, mas
também a . orallis e S. sanguis, mas nio a 8. mutans ¢ S. salivarivs (HOLMES et
al., 1995). Espécies como E. wi e K aerogenes favorecemn a aderéncia de
Candida (SCOTT et al, 1985), e ratos por serem copréfagos apresentam
grande namero de enterobactérias na cavidade bucal; portanto a placa das
papilas pode ser formada por estas bactérias. Nos animais xerostdmicos que
apresentaram major quantidade de placa bacteriana, o nimero de particulas de
Candida aderidas também foi maior. O tratamento com tetraciclina teve efeito
oposto, ou seja diminuin a quantidade de placa e também de Candida aderida.
Em todos os grupos valores mais altos foram observados no petiodo de
Smin, com diminuigio gradativa até 1, quando nimero pequeno de particulas
foi observado.

Nos petiodos subsequentes o nimero de Candida aderida contumuou
baixo. Nas #reas de candidose, caracterizadas por hifas intraepiteliais,
praticammente ndo cbservou-se leveduras na superficie epitelial E provavel que
as leveduras formadas na candidose se transformem rapidamente em hifas, ou
sejam langadas na saliva ao invés de ficarem na supetficie do epitélio.

Em resumo, a xerostomia aumentou 2 quantidade de bactérias, Candida
aderida, candidose e de ufc/ml recuperadas. O tratamento com tetraciclina
aumentou candidose e ufc/ml recuperadas, mas dimiouiu bactérias e Candida

aderidas. Ha relacdo direta entre quantidade de leveduras que pesmanecem na
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boca por tempo mais prolongado, seja por diminuigio da remocio ¢/ou
aumento da proliferacio e candidose. Entretanto nio houve correlagio entre
Candida aderida e candidose. Algumas hipoteses podem ser consideradas para
entender este paradoxo. Células ndo vidveis também podem aderir, e segundo
GORMAN et al. (1996}, as nio viaveis tém maior capacidade de aderéncia do
que as vidvels as células epiteliais de boca i wire, ocupando receptores das
vidveis, com potencial de formarem hifas. A maior parte das leveduras
aderidas durante os primeiros 15 a 30 min. apds a inoculagio sio rapidamente
ternovidas, e as areas de candidose se desenvolvern a partir de pequeno
nimero de leveduras que permanecem aderidas em areas a serem melhor
determinadas. Estes dados estio de acordo com SANDIN (1987) que
postulou que a aderéncia de C. afbicans ocorre em duas etapas, durante os
primeiros 20 min. ha associagdo inespecifica, seguida por interaciio especifica
envolvendo adesinas.

Sabe-se que i zitre 0 nimero de leveduras aderidas as células epiteliais
aumenta em funcio do tempo até um periodo de 2h (KIMURA & PEARSAL,
1988), ao mnvés de diminuir. Nestas condicOes as leveduras estio sempre em
contato com as células epiteliais, e ndo ha mecanismos que dificultem ou
desfacam a aderéncia.

A tetraciclina pode atuar diretamente sobre as leveduras ou superficie

das céludas epiteliais dificultando a aderéncia, mas estes efeitos diminuem
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rapidamente, visto que depois de 24h da interrup¢do do tratamento observa-se
2 neoformacio de placa bacteriana nas papilas linguais. Sabe-se que
tratamento com agentes antimicroblanos como clothexidina e cetilpetidinio
reduz a aderéncia de C. albicans 3s células epiteliais (JONES et al. 1995). A
placa bacteriana das papilas linguais facilita a aderéncia, mas podetia setvir de
barreira para a formagio de hifas intraepiteliais. De acordo com KENNEDY
& VOLTZ (1985), as bactérias podem bloquear sittos especificos de aderéncia
de C. albicans nas células epitelials, importantes para o desenvolvimento da
candidose. Sem dtvida ¢ relevante o desenvolvimento de metodologia para
caracterizar melhor o processo de aderéncia e se possivel determinar os fatores

que determinam a formacido de hifas no epitélio.
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Conclusdes

1 A aderéncia de C. albicans no dorso da lingua de ratos ocorre

principalmente na “queratina mole”das papilas verdadeiras.

2 As bactérias que formam uma placa sobre as papilas linguais de rato sdo
os principais sitios de aderéncia de C. albicans, servindo de ponte entre 2 célula

epitelial ¢ a levedura,

3 A xerostomia facilitou a aderéncia de C. albicans, aumentou 2 quantidade

de candidose e o nimero de leveduras recuperado da cavidade bucal dos ratos

4 O tratamento com tetraciclina diminuiu a aderéncia, mas aumentou a

candidose e a recuperacio de (. albicans.

5 Em todos os grupos estudados, normal e xerostdmico, com ou sem
tratamento com tetraciclina, houve diminuicio gradativa da recuperacio e C.

albicans até 24h, aumentando no periodo de 48h.
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Resumo 152

A candidose € a micose mais comum da boca, estando associada 2
fatores predisponentes locais ou sistémicos. Neste estudo verificamos o
desenvolvimento de candidose em ratos portadores de carcinoma de lingua. E
controvertido na literatura a ocorténcia e a relevincia da infeccio por Candida em
lesdes bucais como liquen plano, leucoplasias e carcinomas espinos celulares. De
acordo com alguns trabalhos, a maior presenca de Candids em leucoplasias esta
associada a maior severidade de displasias epiteliais (RENSTRUP, 1970; JONES
& RUSSEL., 1973; ZHANG et al, 1994). Ratos normais e sialoadenectomizados
foram pincelados com 4NQO por 4 meses e posteriormente acompanhados até
o desenvolvimento de carcinoma de lingua. Suspensic de C. albicans for entdo
inoculada na boca de ratos normais e portadores de carcinoma e a ocorréncia de
candidose verificada histologicamente apds 24 e 48h. Nos mesmos periodos,
leveduras foram recuperadas da boca de todos os animais e os dados foram
expressos em ufc/ml. A sialoadenectomia aumentou a quantidade de leveduras
recuperadas, assim como o ndmero de dreas de candidose. Os animais portadores
de carcinoma de lingua tiveram maior quantidade de leveduras na boca e de areas
de candidose, em relacio aos respectivos controles. Nos animais com carcinoma,
as candidoses ocorreram principalmente nas ireas de hiperqueratose, sendo
pouco frequentes nas regides de carcinoma francamente invasivos. Concluiu-se
que lesGes hiperqueratbticas da boca sdo mais susceptiveis 4 infecgfio por C
albicans em relacdo ao epitélio normal, mas o papel no desenvolvimento de
displasias epiteliais precisa ser melhor determinado. Num estudo paralelo ao
acima desctito verificou-se a aderéncia de C. albicans, a permanéncia e o

desenvolvimento de candidose na boca de ratos. A aderéncia de microrganismos



é considerada etapa fundamental para o desenvolvimento de infecgdes. Os
estudos de aderéncia de Candida sio feitos iz vitro, ndo havendo na literatura
relatos da aderéncia iz wvive. Ratos notmais ou sialoadenectomizados, tratados ou
ndo com tetraciclina foram inoculados na boca com suspensio de C. albicans ¢ a
aderéncia das leveduras no dotso da lingua e o desenvolvimento de candidose
foram avaliados histologicamente apds 5, 15, 30, 60 min., e 4, 12, 24 e 48h.
Também fol feita a recuperagio da levedura presentes na boca nos periodos de 4
a 48h.. Os resultados mostraram que a aderéncia de (. albicans ocorre
principalmente na queratina mole das papias verdadeiras, sobre a placa
bacteriana presente nesta drea. A xerostomia aumentou a quantidade de placa
bacteriana nas papilas linguais e facilitou a aderéncia da C. @lbicans, assim como o
desenvolvimento de candidose, aumentando também o namero de leveduras
recuperadas. O tratamento com tetraciclina diminuiu a aderénceia de Candida, mas
aumentou a tecuperacio de C. albians e o desenvolvimento de candidose.
Concluiu-se que a aderéncia de C albicans ocorre principalmente através de
bactérias e que o desenvolvimento de candidose esta associado a maior
quantidade de leveduras presentes na boca, que no caso deste trabalho ocorreu
pela xerostomia e/ou antibioticoterapia. Outros estudos s30 necessitios para se
determinar quais sio os mecanismos envolvidos numa aderéncia transitdria ou

que caminhe para a formacio de candidose.
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Summary

Candidosis is the most common fungal infection in the oral cavity,
usually associated with local and systemic predisposing factors. In this study
we verified the development of candiduisis in the tongue of rats with
carcinomas provoked by 4NQO. The occurrence and relevance of candidal
infection in oral lesions such as lichen planus, leukoplakias and carcinomas are
still to be understood. It is interesting that according to some works, the
prevalence of Candida in leukoplakia is associated with more severe epithelial
displasia (RENSTRUP, 1970; JONES & RUSSEL, 1973; ZHANG et al,
1994). Normal and sialoadenectomizad mice were painted with 4NQO during
4 months and thereafter they were observed until the development of
carcinomas in the tongue, when they were mmnoculated in the mouth with a
suspension of C. albicans. The development of candidosis was venfied
histologically after 24 and 48h. Yeasts were recovered from the oral cavity of
all rats and the results were expressed in ufc/ml Sialoadenectomy alone
increased the number of veasts recovered from the mouth and of areas with
candidosis. Rats, normal and sialoadenectomizad, bearing carcinoma of the
tongue had a higher pumber of yeasts in the mouth and of candidosis than the
tespective controls. Candidosis was observed mainly in areas with
hiperqueratosis and was less frequente in regions of carcinoma. We concluded
that hyperqueratotic lesions of the mouth are more susceptible to candidal
infection than normal epithelium, but the role of C. albicans in the development

of epithelial displasia must be better understood.
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In a parallel study we verified the adherence of C albizans, its recovery
from saliva and the development of candidosis in the rat tongue. The
adherence of microorganisms is considered a fundamental step mn infection.
Most of the studies about candidal adherence to epithelial cells are i wiro and
there are no records about the mechanisms zr sre. 1n this study, normal and
sialoadenectomized rats, treated or not with tetracycline received one oral
mnoculaton of a suspension of C. aficans and the adherence of the veasts and
the development of candidosis were verified histologically after 5,15, 30 and 60
min., and 4, 12, 24 and 48h. The results showed that the adherence of C
allbicans occurred in the "soft"keratin of the true papillae of the tongue, and
mainly on the bacterial plaque present on this area. Xerostomia caused na
increase in bacterial plaque of the papillae and facilitated the adherence of C.
albzeans and the development of candidosis. The treaumnent with tetracycline
decreased bacterial plaque and the adherence of Candida to epithelial cells, but
mcreased the number of yeasts recovered from the mouth of tats and the
number of areas of candidosis. We concluded that the adherence of C. afbicans
occurs mainly on the bacterial plaque of the papillae and that the development
of candidosis is related to na increased number of yeasts present in the mouths

of rats, caused in this study by xerostomia and/or antdbiotictherapy.
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