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Microscopia eletrdnica de varredura do dorso da lingua
de rata do grupo controle, sete dias apés a inoculagdo
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ML = Microscopia de luz

PAS = Acido Periédico de Schiff

PL = Fosfolipase

SAP = Proteinase aspartil secretoria

ufc = Unidades formadoras de colénias
pg/mL= picograma por mililitro

ng/ml. = nanograma por mililitro

UL = microlitro
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RESUMO

O objetivo deste trabatho foi avaliar o desenvolvimento de candidose e a
recuperagdo de Candida albicans na cavidade bucal de ratas controles e
ovariectomizadas. Foram utilizadas 124 ratas nao portadoras do género Candida
na cavidade bucal, divididas em dois grupos: controle e ovariectomizado. Em
cada grupoe, quatro ratas foram utilizadas para avaliagdo morfolégica do dorso da
lingua por microscopia de Iuz e microscopia eletrdnica de varredura; e 58 ratas
receberam inoculagdes de C. albicans para estudo da candidose e recupera¢éao
de leveduras. O desenvolvimente de candidose no dorso da lingua foi observado
em microscopia de iUz e microscopia eletronica de varredura nos periodos de
seis horas, 24 horas, sete e 15 dias apds a Ultima inoculagdo. A recuperagio de
C. albicans foi realizada através de coletas de amostras bucais em intervalos de
tempo de um, dois, cinco, sete dias, e progressivamente, a cada 15 dias até a
obtencéo de culturas negativas para feveduras. Os resultados foram analisados
estatisticamente pelos testes ¢ de Student e Mann-Whitney. A morfologia do
dorsc da lingua das ratas do grupo ovariectomizado nao infectado por Candida
foi semelhante ao controle. Entre as ratas infectadas, 0 grupo ovariectemizado
exibiu menor quantidade de lesdes de candidose em relagdo ao controle. A
recuperagéo de C. afbicans da cavidade bucal dos animais ovariectomizados foi
inferior aos controles em todos os periodos de observagio. Concluiu-se que a
candidose e a recuperacio de C. albicans na cavidade bucal das ratas foram
menos freqlientes no grupo ovariectomizado em relagéo ao controle.

PALAVRAS-CHAVES: Candida albhicans; candidiase; ratos; ovariectomia



1 INTRODUGAO

Os fungos do génerc Candida estio, comumente,
presentes na cavidade bucal de individuos saudaveis, sendo C. albicans a
espécie mais prevalente (WEBB et al.’*®, 1998; SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE'® 2001). Alteragbes na microbiota bucal ou no
sistema imunoldgico do hospedeiro podem levar ao desenvolvimento de
candidose (ALLEN®, 1994; CANNON et al.%’, 1995; WEBB et al.'*®, 1998).

A candidose fornou-se uma doenca humana de crescente
importancia nos Gltimos anos, devido ao aumento do nimero de pacientes
com comprometimentos imunolégicos associados com infec¢do pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), uso de imunossupressores apds
transplantes de érgaos e terapias antineoplasicas (SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE''®, 2001).

Ao tentar esclarecer os mecanismos relacionados com a
patogénese da candidose bucal, muitos pesquisadores desenvolveram
uma variedade de modelos experimentais em ratos, demonstrando que a
cavidade bucal desses animais é facilmente colonizada por Candida e
desenvolve infecgbes semelhantes as lesdes clinicas observadas em
seres  humanos  (ALLEN®°,  1994;  SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE''®, 2001).

Varios fatores predisponentes da candidose bucal foram
estudados em modelos experimentais, incluindc: terapia com antibiéticos
de amplo espectro (FISKER et al.*>', 1982; ALLEN et al.?, 1985), uso de
proteses acrilicas (SHAKIR et al.'’®, 1988), diabetes mellitus (WASAN &
CONKLIN"®*, 1996), aplicagao topica de corticosterdides (DESLAURIES
et al.®?, 1995), xerostomia (JORGE et al5®% 1993; TOTTI"™ 1998} e
terapia imunossupressora (ALLEN et al®, 1994; TAKAKURA et al.'”®,
2003).
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Alem desses fatores, a infecgdo por Candida parece ser
influenciada pelos niveis de horménios ovarianos. Estudos demostraram
que ratas ovariectomizadas sado resistentes a colonizagao vaginal por
Candida, entretantoc desenvolvem infecgfes prolongadas quando tratadas
com altas doses de estragenc (SOBEL et al.'®*, 1985; FIDEL JUNIOR et
al.*®, 1993). Os mecanismos pelos quais esses horménios agem na
candidose vulvovaginal ndo estao totalmente esclarecidos, mas varios
fatores tém sido sugeridos como: a) acumulo de glicogénio no tecido
epitelial (DENNERSTEIN & ELLIS®', 2001); b) aumento da adesac de C.
albicans as células epiteliais (POWEL et al.'®, 1983; SEGAL et al.'™®,
1984), ¢) diminuigdo da resposta imunoldgica celular para leveduras
(KALO-KLEIN & WITKIN®, 1989); e d) indugho da germinagido e
crescimento de C. albicans (WHITE & LARSEN', 1997; ZHANG et al."®,
2000).

A influéncia dos niveis de estrégeno e progesterona na
candidose vulvovaginal tem sido amplamente investigada. Entretanto,
estudos similares na mucosa bucal sdo raramente descritos. Assim, este
trabalho teve por objetivo verificar os efeitos da ovariectomia no
desenvolvimento de candidose e na recuperagao de C. albicans na

cavidade bucal de ratas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candida albicans

O género Candida, constituido por cerca de 150 espécies
de leveduras, ¢ classificado como fungos imperfeitos da classe
Deuteromycetes por néo apresentar ciclo sexual (SAMARANAYAKE &
McFARLANE', 1680; CANNON et al?, 1995). Sao células
constantemente dipléides e incapazes de sofrerem meiose
(McCULLOUGH et al.%, 1996). As principais espécies de Candida,
consideradas importantes patoégenos humanos, sio: C. albicans, C.
fropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. glabrata, C. guillermondii
e C. dubliniensis (CANNON et al®’, 1995; SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE'®, 2001).

C. albicans & a espécie mais patogénica e mais
freqlientemente isolada do organismo humano, tanto como microrganismo
comensal como patégeno oportunista (CANNON et al?, 1995,
McCULLOUGH et al.%, 1996). E um fungo dimorfico, que pode existir sob
a forma de levedura ou hifa (FARAH et al.®® 2000). Leveduras sao
organismos eucaridticos, unicelulares, gue medem aproximadamente 2 a
8um de largura por 3 a 14uym de comprimento, e se muitiplicam por um
processo especifico de divisdo celular mitética conhecido como
brotamento. Hifas sac filamentos lineares contendo miltiplas unidades
celulares divididas por septos, podendo originar-se de uma hifa ja
existente ou de uma levedura (WEBB et al.”*®, 1698). A produgso de
leveduras a partir de outras de forma linear resulta em uma estrutura
denominada pseudohifa, que pode ser definida como cadeia de células

alongadas com constricgdes nas regides de septos (LIU™, 2001).
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A fransicéo entre células leveduriformes de C. albicans
para a forma filamentosa requer aigumas condigdes, como estagio
nufritivo apropriade da levedura, presenga de fatores indutores,
temperatura elevada (maior que 33°C) e pH préximo ao - neutro
(SAMARANAYAKE & McFARLANE'® 1990).

Andlises quimicas revelaram que C. albicans contém
aproximadamente 60% de polissacarideos, 13% de proteinas, 8,5% de
lipideos e 18,5% de compostos inertes, de acordo com a forma de
crescimento. Na forma de hifas, a parede celular € composta por
guantidade de quitina, cerca de trés vezes maior, bem como maior
concentragdo protéica. Ocorrem também diferengas gqualitativas na
composigdo de aminoacidos e teor de polissacarideos (LACAZ™?, 1980).

Ao ser observada em material colhido de lesGes, C.
albicans apresenta-se como uma célula oval, leveduriforme, Gram-
positiva, de parede delgada e com germinacdo. Apds 48-72 horas de
incubacéo em agar-Sabouraud, mostra colénias de 4 a 8mm de didmetro,
esbranquigadas, Umidas e cremosas, com odor tipico de levedo (WEBB et
al.’® 1998). Em agar CHROM, as coldnias de C. albicans apresentam
coloragao verde, diferenciando-se de colbnias de C. tropicalis (azul), C.
krusei (rosa palido) e C. glabrata (roxo) (WILLIAMS & LEWIS'®, 2000).

Em soro a 37°C, C. albicans produz uma projegéo a partir
das leveduras denominada tubo germinativo. Quando cultivada em agar-
fuba, apresenta estruturas esfericas caracteristicas, denominadas
clamidoconideos ou clamidosporos. Fermenta glicose e maltose, e
apresenta agdo fermentativa variavel para sacarose e galactose. Assimila
galactose, maltose, trealose, amido sollvel, D-xilose e D-manitol. A
assimilagao € variavel com L-sorbose, sacarose, melezitose, L-arabinose,
D-arabinose, glicerol, ribitol, D-glucitol, DL-acido iatico, acido succinico e
acido citrico (LACAZ et al.”*, 1998).

C. albicans foi classificada por Hasenclever & Mitchell*

(1961) em sorotipos A e B. Em 653 amostras isoladas de diferentes
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materiais clinicos, esses autores encontraram sorotipc A em 68% das
amostras e sorotipo B em 32%. A predominancia do sorotipo A em
isolados clinicos tem sido confirmada por varios trabalhos em pacientes
com estomatite por protese (MARTIN & LAMB®, 1982: McMULLAN-
VOGEL et al.¥, 1999), em individuos hospitalizados (RESENDE et al.'™,
2002) e em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(CAPOLUONGO et a2 2000; SANT'ANA et al.'2, 2002).

Estudos experimentais realizados por Hasenclever &
Mitchell® (1961) demonstraram que o grau de patogenicidade para
camundongos € igual em ambos os sorotipos. Entretanto, em estudo mais
recente, foi observada uma correlagdo do sorotipo B com potencial
patogénico do microrganismo em individuos hospitalizados com severa
imunodepressédo (BRAWNER et al.'’, 1992).

2.2 Patogenicidade de Candida albicans

Os mecanismos de patogenicidade de C. albicans néo
estdo totalmente esclarecidos e sdo dificeis de serem definidos, pois
dependem do tipo e local da infeccao, estagio de invasdo e resposta do
hospedeiro (HAYNES*, 2001; HUBE & NAGLIK®', 2001). Varios fatores
de viruléncia foram sugeridos, como capacidade de aderéncia 4 mucosa,
habilidade em formar tubos germinativos e hifas, secrecac de enzimas
histoliticas e produgiio de toxinas (DOUGLAS®, 1987, AKPAN &
MORGAN?, 2002).

QO grau de colonizagdo e infecgao dos tecidos do
hospedeiro por espécies de Candida depende da capacidade desse
microrganismo de se aderir a superficie da mucosa (McCULLOUGH et
al.?®, 1996). Kimura & Pearsal® (1978) demonstraram que as espécies de
Candida mais comumente isoladas de processos infecciosos, como C.

albicans e C. tropicalis, possuem maior capacidade de aderéncia as
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células do hospedeiro in vifro do que espécies menos patogénicas, como
C. krusei e C. guilthermondii.

C. albicans apresenta capacidade de aderéncia a varios
tipos celulares do hospedeiro, como epitélio, endotélio e células
fagociticas (CANNON et al.?’, 1885), além de se aderir em superficies
inanimadas, como o acrilico (SAMARANAYAKE & McFARLANE'®, 1980;
SEGAL etal.'*’, 1988).

A aderéncia de C. albicans aos tecidos envolve
mecanismos especificos, representados pela interagao entre moléculas
de superficie do microrganismo com receptores celulares do hospedeiro,
e mecanismos inespecificos, como forgas eletrostaticas, agregacao
celuiar e hidrofobicidade de superficie (COTTER & KAVANAGH, 2000).

C. albicans expressa adesinas, moléculas especializadas
de superficie que reconhecem estruturas do tecido hospedeiro, incluindo
proteinas celuiares, coldgeno, fibrinogénio, fibronectina e laminina
(CANNON et al.?, 1995; WEBB et al.’*®, 1998). A principal adesina de C.
albicans € a manoproteina (PENDRAK & KLOTZ%, 1995), mas glucana,
quitina, proteinas da parede celular e lipideos também podem atuar como
adesinas (OLSEN®5, 1990).

A adesio de Candida as células epiteliais ocorre atraves
da interagdo entre a porgdo protéica da manoproteina da levedura e a
fucose ou N-acetilglicosamina, presentes nas glicoproteinas das células
do epitélic (WEBB et al.'*®, 1998).

Outro mecanismo envolvido na adesdo ¢ a
hidrofobicidade da superficie celular, que parece ser determinada por
alteracoes protéicas da parede celular de C. albicans (WEBB et al."®,
1998; COTTER & KAVANAGH®, 2000). Células hidrofébicas sdc mais
virulentas, pois aderem-se mais aos tecidos dc hospedeiro (HAZEN et
al.®®, 1991; WEBS et al.'®, 1998).

A formagao de tubos germinativos e hifas por C. albicans

tem sido associada com aumento da aderéncia as células epiteliais
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(KIMURA & PEARSALL®, 1980} e resisténcia aos fagécitos, devido as
suas dimensées fisicas (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE!",
2001). Existem varias evidéncias da associacéo entre formacéao de hifas e
patogenicidade de C. albicans, visto que as mesmas sempre estdo
presentes na candidose e 580 comumente observadas na cavidade bucal
de pessoas com lesdes por Candida (KIMURA & PEARSALL®, 1980).

A correlagao entre germinacédo e aumento de aderéncia
de C. albicans as células epiteliais da cavidade bucal foi demonstrada em
varios estudos. Kimura & Pearsall® (1980) verificaram que a inibigéo
parcial da germinagéo pela cisteina resuftou em diminuigac da aderéncia.
Martin et al.5® (1984) observaram que cepas variantes de C. albicans,
negativas para tubo germinativo, ndo produziram lesdes na cavidade
bucal de ratos, enquanto que cepas positivas provocaram lesdes
teciduais, caracterizadas por inflamagdo cronica, invasdo de hifas e
hiperplasia epitelial. Santoni et al.' (1994) relataram que a alta
capacidade de aderéncia das hifas esta relacionada com ¢ aumento da
expressdo de receptores para fibronectina a5g-1.

Existem duas grandes familias de enzimas produzidas por
C. albicans que estdo associadas com patogenicidade. as proteinases
aspartil secretorias (SAP) e as fosfolipases (PL) (CANNON et al.?’, 1995;
CALDERONE & FONZI*, 2001; HAYNES®*, 2001). As proteinases foram
primeiramente descritas por Staib'?® (1965) e, atualmente, constituem o
fator de viruléncia mais estudado dos fungos (HAYNES*, 2001). O termo
proteinase aspartil secretéria foi adotado em 1993, pela Sociedade
Americana de Microbiologia (HOEGL et al.%®, 1996).

As proteinases sdo secretadas predominantemente por
espécies de Candida patogénicas, como C. albicans e C. tropicalis. Cepas
de C. parapsilosis possuem moderada atividade proteolitica, enquanto
que espécies de menor interesse médico ndo secretam proteinase
(CANNON et al.Z, 1995; HOEGL et al.*®, 1996).
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As proteinas responsdveis pela defesa inespecifica da
mucosa, inciuindo lactoferrina, lactoperoxidase e mucina, séo susceptiveis
a degradacdo pela proteinase in vifro. Além disso, imunoglobulinas
presentes na saliva, como IgA, IgG e IgM, sdo substratos naturais da
proteinase. Assim, essa enzima pode facilitar a colonizagac de C. albicans
na mucosa bucal (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE''?, 2001).

As proteinases secretadas por Candida estdo associadas
com a capacidade de aderéncia dessas leveduras. Ollert et al.®* (1993)
demonstraram que a pepstatina, um inibidor da proteinase aspartil
secretoria, diminuiu a aderéncia, in vitro, de C. albicans aos queratinécitos
humanos. Qutro importante papel dessa enzima € a capacidade de digerir
queratina, permitindo invas&o de C. albicans aos tecidos mais profundos
(HOEGL et al.®, 1996).

As proteinases aspartil secretérias de C. albicans séo
codificadas por uma familia de genes sap composta por dez genes
denominados sap 1 a 10 (SCHALLER et al.'’, 1999; HUBE & NAGLIK®',
2001; SCHALLER et al''®, 2001). Esses genes parecem apresentar
fungdes distintas nos varios tipos de infecgdo e nos diferentes estagios do
pracesse infeccioso (SCHALLER et al.¥’, 1999). Os genes sap 4 a 6 estao
associados com candidose sistémica, enquantc que a expressao dos
genes sap 1 a 3 parece ser importante para a viruléncia de C. albicans
nas infeccbes superficiais (HUBE & NAGLIK®', 2001; SCHALLER et al.'"®,
2001).

A fosfolipase também €& uma enzima importante na
patogenicidade de C. afbicans (GHANNOUM®, 2000), sendo capaz de
catalizar a hidrolise de fosfolipideos, principais componentes das
membranas celulares do hospedeiro (LANE & GARCIA™S, 1991).

Até o momento, foram identificadas quatro classes de
fosfolipases {PL): PLA, PLB, PLC e PLD (CALDERONE & FONZzP*,
2001), entretanto apenas PLB parece ser requerida para a viruléncia do
fungo em modelos experimentais de candidose. A eliminacdo do gene
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plb1 em amostras de C. albicans atenuou a patogenicidade para animais.
Além disso, PLB foi detectada na extremidade da hifa durante a invaséo
tecidual (GHANNOUM**, 2000).

A producgao de toxinas também € considerada importante
fator de viruléncia de C. albicans. Esse microrganismo produz
endotoxinas, que s&o letais para camundongos quando injetadas
endovencsamente (MOURAD & FRIEDMAN®®, 1961) e causam eritema
em pele de coethos e cobaios (WINNER'®, 1958). lwata®® (1975) isolou e
caracterizou uma endotoxina, a canditoxina, que apresenta natureza
protéica, alto peso molecular, localiza-se no citoplasma da célula e tem
como agéo principal a libera¢ao de histamina dos mastdcites.

Varias espécies do género Candida, Cryptococcus,
Torulopsis, Trichosporon e outros produzem exotoxinas, que sao
substancias protéicas com efeitos letais sobre outros fungos e uma
variedade de bactérias (SAMARANAYAKE & MacFARLANE'®, 1990).
Essas exotoxinas sao conhecidas como toxinas Kifler, fator killer, zimocina
ou micocina (CANDIDO et al.?®, 1995).

O fenomeno Killer foi primeiramente descrito em
Saccharomyces cerevisiae por Bevan & Makower'® (1963) e representa
um modelo de competicdo bioldgica semelhante & produgdo de
bacteriocinas por bactérias (MAGLIANI et al.’® 1997). Esse fendmeno
tem sido Gtil na diferenciacdo de leveduras dentro da prépria espécie,
podendo ser usado como marcador epidemiolégico (BENDOVA'™, 1886).

Polonelli et al.®® (1983) selecionaram nove leveduras
produtoras de toxinas killer, pertencentes aos géneros Pichia e
Hansenula, e preconizaram um método de biotipagem de espécies de
Candida, denominado sistema killer, béseado na sensibilidade de uma
cepa testada frente as toxinas killer. Jorge et al.%' (2000), empregando
esse sistema, encontraram 11 biotipos de C. albicans em 120 amostras

isaladas da cavidade bucal de pacientes saudéaveis e com candidose.
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2.3 Candida albicans e candidose na cavidade bucal

Espécies de Candida sic comumente isoladas da
cavidade bucal, trato gastrointestinal, vagina e pele de individucs
saudaveis. Geralmente, a distribuicao de Candida spp. nas varias partes
do organismo & similar. C. albicans representa a espécie mais isolada,
seguida por C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis. Uma excegao €
observada na pele, onde C. parapsilosis e C. guithermondii sao as
espécies mais freqiientes (SAMARANAYAKE & MacFARLANE'®, 1990).

Leveduras do género Candida estdo presentes na
cavidade bucal de 3 a 48% de adultos e 45 a 65% das criancas saudaveis
(SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE''® 2001). Esses valores variam
conforme o método de coleta do material. Amostras obtidas através da
coleta de saliva ou enxagiies bucais apresentam médias mais elevadas
do que amostras coletadas com swab (SAMARANAYAKE &
MacFARLANE'® 19g0).

C. albicans apresenta predilecdo por locais anatdémicos
especificos da cavidade bucal (SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE''®, 2001). O dorso da lingua parece ser o reservatorio
primario dessas leveduras e o restante da mucosa, superficie dos dentes,
placa bacteriana e saliva constituem sitios secundarios (ARENDORF &
WALKER'?, 1980). A quantidade de leveduras do género Candida
presentes na saliva de individuos saudaveis pode sofrer grande variacao,
apresentando, normalmente, menos de 400 ufc/mL (STENDERUP'®,
1990).

A razdao pela qual apenas algumas pessoas séo
pontadoras de leveduras na boca ainda nao estd esclarecida.
Provavelmente, fatores nutricionais, interagbes com a microbiota
bacteriana normal e resposta imunoldégica estejam envolvidos
(STENDERUP'®, 1990). Além disso, a colonizagio por Candida na
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cavidade bucal parece ser favorecida em individuos do grupo sangtiineo
O (BURFORD-MASON et al.?!, 1988).

A presenca de leveduras do género Candida na cavidade
‘bucal &€ mais elevada em pacientes com diabetes mellitus (MANFREDI et
al.¥', 2002) e em individuos infectados pelo HIV (CAMPIS! et al.Z3, 2002)
que apresentam, respectivamente, uma porcentagem de isolamento de
Candida spp. de 77% e 61,9%.

Jorge et al®® (1997) observaram maior numero de
pacientes positivos para Candida na cavidade bucal de portadores de
protese total (82,66%), de respiradores bucais (68,75%) e de usuarios de
protese parcial removivel (68,00%), quando comparados com um grupo
controle (37,38%;).

A colonizagao por leveduras na cavidade bucal também
esta relacionada com carie dentaria (RUSSEL et al.'®, 1990; RAITIO et
al.”™, 1996). Moalic et al.%® (2001) isolaram leveduras da cavidade bucal
de 70% dos individuos com indice de CPOD maior ou igual a oitc e de
68,33% dos pacientes com mais de sete restauracdes. Aléem disso,
maiores quantidades de Candida (ufc/mlL) foram observadas em
individuos com leses ativas de carie.

Arendorf & Walker'? (1980) salientaram que ¢ estado de
portador de . albicans nac € influenciade pela doenca periodontal;
entretanto, outros estudos tém demonstrado associagéo entre leveduras e
patologias do periodonto. C. albicans tem sido detectada em nimeros
elevados na microbiota subgengival de abscessos periodontais (DEW!T et
al. 3, 1985), na periodontite avangada em pacientes com AIDS (MURRAY
et al%, 1987), em pessoas com periodontite juvenil localizada
(GONZALEZ et al.**, 1987) e em pacientes com periodontite crénica
(JORGE®™, 1997).

As defesas dos tecidos da cavidade bucal contra Candida
podem ser classificadas em mecanismos imunes ndo especificos, como a

integridade da mucosa, presenga de bactérias comensais,
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polimorfonucleares, macréfagos e fatores salivares: e em mecanismos
imunes especificos, representados por anticorpos séricos, anticorpos
secretdrios e imunidade mediada por células. Elementos salivares que
podem inibir o crescimento de Candida incluem proteinas ricas em
histidina e prolina, peroxidase, lactoferrina e lisozima (SAMARANAYAKE
& SAMARANAYAKE'® 2001).

A relagdo entre patogenicidade de C. albicans, condigbes
ambientais da cavidade bucal e fatores de defesa do hospedeirc podem
levar ao desenvolvimento de um processo infeccioso, conhecido como
candidose (FARAH et al., 2000).

Candidose € um termo coletive para um grupo de
doengas que resultam da infecgao por Candida spp. (McINTYRE®®, 2001),
que podem variar de lesbes mucosas superficiais até graves infecgoes
sistémicas (WEBB et al.'® 1998). Lesdes por Candida foram
primeiramente observadas por Galeno no século l, sendo descritas como
ad aphthas albus. Entretanto, o agente etiologico da candidose so foi
identificado em meados do século XIX (McCULLOUGH et al.®, 1996).

Em 1950, houve um aumento do numero de casocs de
infecgbes superficiais por Candida associadas com a administragao de
antibidticos de amplo espectro, como a tefraciclina. Nos anos
subseqientes, o extensivo uso de corticosterdides, agentes
imunossupressores e antineoplasicos, contribuiu para o aumento da
morbidade relacionada com Candida. Mais recentemente, a candidose
tem recebido grande atengac devido ao advento da infeccédo pele HIV,
afinal mais de 90% dos individuos infectados por esse virus apresentam
candidose orofaringea (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE'® 2001).

C. albicans & a espécie mais freqiientemente associada a
candidose bucal, entretanto outras espécies podem estar relacionadas,
como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (FARAH et al.%
2000; McINTYRE®®, 2001). Recentemente, uma nova espécie, C.

dubliniensis, tem sido isolada, principalmente, de lesbes de pacientes
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infectados pelo HIV. Essa espécie apresenta potencial de viruléncia muito
semelhante & C. albicans devido a similaridade entre os genomas dessas
duas espécies (SULLIVAN et al.'?, 1995).

Varios estudos experimentais e em seres humanos tém
demonstrado a influéncia de fatores predisponentes para a candidose
bucal. Entre eles, podemos citar: imunossupressio, disturbios endocrinos,
deficiéncia nutricional, medicagdes, doencas malignas, proteses
dentarias, alteragdes epiteliais, mudanga quantitativa ou qualitativa da
saliva, dieta rica em carboidrato, idade, higiene oral deficiente e
tabagismo (SHERMAN et al.'®® 2002; TAKAKURA et ai.'?®, 2003).

A candidose bucal pode apresentar trés formas clinicas
principais: pseudomembranosa, eritematosa e hiperplasica
(SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE'C 2001). A candidose
pseudomembranosa é caracterizada por placas brancas aderentes a
mucosa bucal, que podem ser removidas pela raspagem, expondo &
mucosa adjacente normal ou eritematosa (SHERMAN et al.'?®® 2002). Esta
forma de candidose € bastante comum em criangas, idosos e pacientes
com disfuncdes imunologicas (FARAH et al.®, 2000). Normalmente,
ocorrem no palato mole, orofaringe, dorse da lingua, mucosa jugal e
gengiva (McINTYRE®, 2001).

Histologicamente, as placas brancas consistem de
aglomerados de hifas, leveduras, células epiteliais descamadas e tecido
necrético (FARAH et al%®, 2000). Observa-se invasao de hifas até a
camada espinhosa do epitélio, formagao de abscessos intra-epiteliais,
acantose e infiltrado inflamatério subepitelial (FARAH et al.®%, 2000;
REICHART et al."®, 2000).

A candidose eritematosa esta associada com o uso de
corticosterdides e antibiéticos de amplo espectro. Tem sido associada
também com infeccdo por HIV, sendo que 50% das candidoses
encontradas nesses pacientes apresentam essa forma da doenca.

Clinicamente, esta lesac € caracterizada por areas eritematosas no dorso
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da lingua ou palato, com perda das papilas na superficie da lingua
(FARAH et al.*¢, 2000; SHERMAN et al.’*°2002).

No exame histopatolégico €& semelhante a forma
pseudomembranosa, entretanto com menor quantidade de hifas
penetrando no epitélio e infitrado inflamatodrio mais intensc no conjuntivo
(BUDTZ-JORGENSEN?®, 1980).

A candidose hiperplasica ou leucoplasica & uma condigao
cronica, caracterizada por placas brancas que n&o podem ser removidas
pela raspagem (NEVILLE et al® 1998, SHERMAN et al.'?® 2002).
Ocorrem na mucosa jugal, lingua e palato (FARAH et al.*® 2000), e
freqientemente estio associadas com tabagismo (REICHART et al.'®,
2000: AKPAN & MORGAN?, 2002). Histologicamente, & caracterizada por
intensa penetragdo de hifas na superficie do epitélio, que exibe
hiperplasia e acantose. No conjuntivo subepitelial encontra-se infiltrado
inflamatério que varia de moderado a severo (REICHART et al.'®, 2000).

2.4 Candidose buca!l experimental em ratos

A candidose bucal tem sido amplamente estudada em
animais experimentais, principalmente em ratos Sprague-Dawley e Wistar,
por apresentarem facilidade de manuseio, baixo custo e tamanho
suficiente da cavidade buca! para inoculagdo de C. albicans e coleta de
amostras (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE'®, 2001).

Jones & Adams® (1970) foram os primeiros autores a
estabelecer um modelo experimental de candidose bucal em ratos. Um
volume de 0,25mLl. de suspensio de C. albicans, contendo 3 x 10% células
viaveis/mL, foi inoculado na cavidade bucal desses animais. Apos um
periodo de observagdo de dez dias, constatou-se colonizagdo por
Candida em todos os ratos e evidéncias histoldgicas de candidose em
50% desses animais. Além disso, foram observados varios sitios de

infeccdo, incluindo dorso da lingua, mucosa jugal, gengiva livre e inserida.
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Russel & Jones'"”’

(1973) estudaram os efeitos da dieta,
normal ou rica em carboidratos, e da fase do microrganismo inocufado
(leveduras ou hifas) na presenga de Candida e candidose na cavidade
bucal de ratos tratados com tetraciclina na agua de beber (0,1%). A
administragdo desse antibidtico resultou em persisténcia de C. albicans
em todos os animais apds um periodo de 24 dias. Observaram-se iesées
teciduais, principalmente no dorso da lingua, representadas por perda das
papilas filiformes, hiperqueratose, acantose e presenga de
polimorfonucleares no epitélio. Tanto a persisténcia de Candida, como as
alteragdes histologicas nao foram influenciadas pela dieta ou fase do
microrganismo inoculado.

Com o objetivo de descrever as caracteristicas
histoldgicas da infecg@o por Candida em um periodo mais prolongado,
Jones & Russel® (1974) inocularam leveduras na cavidade bucal de ratos
tratados com tetraciclina. Depois de 22 semanas, apenas dois dos
quarenta animais estudados apresentavam alteragSes microscopicas na
mucosa da lingua, sugerindo que os efeitos da infecgdo por Candida
foram reversiveis.

Através da administragdo de tetraciclina e inoculagdes de
C. albicans na cavidade bucal de ratos durante 24 semanas, Allen et al.”
(1982) verificaram lestes clinicas bem delimitadas, com areas
queratéticas e bordas eritematosas, localizadas na linha média do tergo
posterior da lingua, lembrando glossite rombdide mediana observada em
seres humanos.

Apds uma semana das inoculagbes de C. albicans na
boca de ratos tratados com tetraciclina, Fisker et al.*® (1982) recuperaram
feveduras em 100% desses animais. Essa incidéncla diminuiu nos
periodos subseglientes, chegando a atingir 33% na guinta semana. Em
relagdo aos focos de infecgdo, 98,8% foram encontrados na gengiva

marginal, mucosa jugal, sulcos alveolares e dorso da lingua. Infecgdes no
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palato e gengiva inserida foram extremamente raras, representando 1,2%
dos achados.

Philipsen et al.%

(1982) analisaram a morfologia de
diferentes mucosas da boca através de microscopia optica € microscopia
eletrdnica de varredura, verificando que a baixa coesao celular e os
abundantes espacos intercelulares do epitélic da gengiva marginal,
mucosa jugal, sulcos alveolares e dorso da fingua favorecem a
penetragéo de hifas.

Allen et al.® (1985) estudaram os efeitos da tetraciclina na
patogenicidade da candidose cronica em lingua de ratos. Foram utilizados
dois grupos, um composto por animais tratados com esse antibiético na
agua de beber (Grupo I) € um segundo constituido por ratos gue
receberam apenas agua destilada (Grupo llI). Ambos os grupos foram
submetidos a trés inoculagdes de C. albicans em dias alternados durante
uma semana e depois em intervalos semanais até o fim do experimento.
Decorridas vinte semanas, lesfes clinicas e histologicas foram
observadas em 80% do Grupo 1 e 85% do Grupo li, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante entre eles. Entretanto, as leses do
Grupo I eram mais extensas do que as o grupo il. Os resultados obtidos
nesse estudo sugerem que a exposicdo ac antibidtico ndo é um fator
essencial para o desenvolvimento de candidose cronica experimental.

O desenvolvimento de candidose crénica em lingua de
ratos foi estudado por Allen et al® (1989), através de analise clinica,
microscopia Optica e microscopia eletrdnica de varredura. A maior
quantidade de lesdes clinicas e alteragdes epiteliais ocorreram durante a
segunda e terceira semanas do experimento. Essas lesdes iniciaram-se
na regido das papilas conicas gigantes, entre os dois tergos anteriores € ¢
tergo posterior da lingua, € gradualmente atingiram papilas verdadeiras e
cOnicas simples. Na microscopia eletrénica de varredura, raramente foram

encontradas feveduras e hifas. Esses achados foram concordantes com a
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analise histolégica que mostrou invasao de hifas no interior do epitélio
nesse pericdo de observagéo.

Lacasse et al.”’

(1990) avaliaram os aspectos histologicos
da mucosa jugal e palato mole de camundongos apés curtos periodos da
inoculacéo bucal de C. albicans. Depois de trés horas, leveduras com
formacgéo de tubo germinativo apresentavam-se aderidas as células
epiteliais. Nos periodos subseqlentes, observou-se progressdo da
infec¢ao, que atingiu o maximo de colonizagdo em 48 horas. A reagao
inflamatéria iniciou-se apds 24 horas com presenca de polimorfonucleares
e formacgédo de microabscessos.

Jorge® (1991) observou o desenvolvimento de candidose
em lingua de rato apods injegbes intra-epiteliais de C. albicans. A andlise
histoldgica demonstrou que, apds uma hora das injecdes, as leveduras
mostravam brotamentos de tubo germinative e, decorridas 4 horas,
pseudohifas penetravam nas células epiteliais com formagdo de
microabscessos. O maximo de colonizagao foi ocbservado no periode de
12 horas. Depois de 24 a 48 horas, as areas do epitélio com pseudohifas
apresentaram descamacdo, hiperplasia da camada basal e discreta
inflamagéo no tecido conjuntivo. Aos sete dias, havia poucas pseudohifas
e o epitélio exibia acantose, hiperqueratose e perda das papilas filiformes.

Para determinar a velocidade de invasédo de C. albicans
nos tecidos de animais com o minimo de resposta inflamatéria, Bykov®
(1991) estudou candidose vaginai em camundongos tratados com
ciclofosfamida e candidose bucal em ratos neonatais. Ap6s inoculagies
locais de C. albicans, esses animais foram sacrificados em diferentes
intervalos de tempo, compreendidos entre 2 a 48 horas. A velocidade de
invasdo flngica foi calculada pela espessura do epitélio e o tempo
necessario para completa penetragao das hifas. Os resultados mestraram
que a velocidade de invasao de C. albicans no epitélic da vagina e da
lingua foi, respectivamente, de 2,7 e 1,7um/h. Considerando-se a média

de invasaoc tecidual equivalente a 2,2um/h e a espessura de diferentes
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epitélios humanos, esses autores presumiram um tempo de invaséo para
os tecidos do homem de 22 a 59 horas. Assim, em condigbes severas de
imunodeficiéncia, a colonizacdo por Candida na superficie da mucosa
pode levar a uma infecgdo disseminada em apenas dois dias.

O'Grady & Reade® (1993) estudaram ¢ efeito do trauma,
induzido pela aplicacdo de calor, na infecgdo por Candida em lingua de
ratos. ApOs seis inoculagdes bucais de C. albicans em um periodo de
duas semanas, observou-se maior grau de infecgdo nos ratos sujeitos ao
trauma, indicando que a ulceragdo traumatica facilitou a colonizacao da
mucosa por Candida.

Jorge et al.*®® (1993) avaliaram o efeito da xerostomia,
provocada pela remocgéo cirlrgica das glandulas salivares maiores, na
presenga de Candida na cavidade bucal de ratos. Esses animais
receberam doses orais de 0,Tmg/mL/dia de tetraciclina durante sete dias
antes da inoculagéo de C. albicans, e a seguir, doses de 0,001mg/mi/dia
até o fim do experimento. Apds cinco semanas da inoculagdo, leveduras
foram recuperadas em 50% dos ratos normais e em 100% dos animais
sialoadenectomizados. Utilizando metodologia semelhante ao trabalho
anterior, Jorge et al®® (1993) verificaram que, apés inoculagbes de C.
albicans durante 32 semanas, 20% dos animais normais e 70% dos ratos
xerostdmicos apresentavam infeccdo por Candida na lingua. Esses
estudos demonstraram que a sialoadenectomia predispbe a candidose
bucal, confirmando a importancia dos constituintes salivares na protegao
contra esses fungos.

Totti et al'*® (1996) analisaram a persisténcia de
diferentes espécies de Candida na boca de ratos normais €
sialoadenectomizados durante trinta dias. Grupos de seis animais foram
inoculados com diferentes espécies, incluindo C. albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. guithermondii e C. krusei. Tanto nos animais controle
como nos xerostémicos, C. albicans foi a Unica espécie recuperada em

grandes quantidades e em todos os periodos. Os autores concuiram que
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a sialoadenectomia favoreceu apenas a implantagdo de C. albicans,
porém néo influenciou a coloniZagéo das outras espécies.

Totti'™™ (1998) observou a presenca de C. albicans e
candidose na cavidade bucal de camundongos normais €
sialoadenectomizados, apdés uma e quatro inoculagdbes desse
microrganismo. Os animais xerostdmicos apresentaram maior tempo de
permanéncia de C. albicans na boca e lesbes de candidose mais
extensas na lingua. em relagdo aos camundongos normais,
independentemente da quantidade de inoculagdes.

Freire-Garabal et al.*?

(1899) estudaram os efeitos da
anfetamina no desenvolvimento de candidose bucal em ratos. Antes da
administragdo desse medicamento e inoculagdo de C. albicans, os
animais foram submetidos a hiposalivagdo cirurgica, para facilitar ©
estabelecimento e a persisténcia da infeccao. Os resultados mostraram
que a porcentagem de area da lingua reccberta por lesdes ciinicas, a
porcentagem de papilas alteradas e o grau de colonizagac do epitélio por
hifas foram maiores nos animais tratados com anfetamina em relacdo aoc
grupo controie.

Um modelo de candidose orofaringea em camundongos

foi desenvolvido por Kamai et al.%®

(2001). Os animais receberam duas
doses de 4mg de acetato de cortisona subcutaneamente e tetraciclina na
agua de beber (0,5mg/mL). Antes da inoculagdo de C. albicans, os
camundongos foram anestesiados com inje¢éo peritoneal de xilazina e
pentobarbital. A seguir, uma bolinha de algoddo com 3mm de diametro e
saturada com 100pL de suspensdo de C. albicans (10° células/mL) foi
colocada sublingualmente na cavidade bucal durante 2 horas. Apos o
sacrificio dos animais, a lingua e ¢ esbéfago foram excisados, sendo que
alguns desses tecidos foram fixados em formaldeido para analise
histoldgica e outros foram homogeneizados, diluidos e semeados em agar
Sabouraud para contagem de leveduras (ufc/tecido). Na andlise

histologica, observou-se presenga de leveduras e hifas na camada
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superficial do epitélio da lingua e do eséfago. O nimero de leveduras
recuperadas apos trés e sete dias da inoculagéo foi de 5 a 6 logs em
ambos os tecidos. Assim, os autores concluiram que o modelo
desenvolvido pode ser utilizado para o estudo da candidose orofaringea.

Teichert et al.’® (2002) avaliaram a eficacia da terapia
fotodindmica, mediada por azul de metileno, no tratamento da candidose
bucal em camundongos imunossuprimidos. Durante um més, os animais
foram inccutados trés vezes por semana com swab contendo C. albicans,
obtido diretamente das coldnias no dgar Saboraud dextrose. Além disso,
uma suspenséo de C. albicans contendo 9 x 10° células viaveis/mL foi
adicionada a &gua de beber. No dia do tratamento, os camundongos
receberam aplicagio iépica bucal de 0,05mL de azul de metilenc em
diferentes concentragdes e irradiagdo com laser diodo no comprimento de
onda de 664nm. Coletas de amostras bucais para pesquisa de leveduras
foram realizadas antes e apds o tratamento. Os efeitos dessa terapia
foram dependentes da dose do azul de metileno, sendo que
concentragbes entre 250 a 400ug/mL apenas reduziram o crescimento
fungico, enquanto que concentragbes de 450 e 500pug/mL erradicaram
totalmente as leveduras da cavidade bucal. Esses dados sugerem que a
terapia fotodindmica pode ser utilizada no tratamento da candidose em
pacientes imunodeficientes.

Takakura et al.’®® (2003) desenvolveram um modelo de
candidose pseudomembranosa na cavidade bucal de camundongos,
baseado na utilizacdo de um sedativo durante a inoculagio de C.
albicans. Os animais foram imunossuprimimidos com duas injegiﬁes
subcutaneas de prednisolona (100mg/kg) e tratados com tetraciciina na
agua de beber (0,83mg/mL). Para inocutacdo de C. albicans, um swab
embebido em suspensdo contendo 2,5 x 107 células viaveis/mk, foi
aplicado no dorso da lingua de camundongos previamente sedados. A
sedagao foi feita através da inalagdo de éter ou injegdes intramusculares

de clorpromazina nas doses de 2, 10 e 50mg/kg, que proporcionaram um
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periodo de sedagéao, respectivamente, de 5min, 1,5h, 3h e 24h. Durante
sete dias apds a inoculagdo de C. albicans, foram realizadas
recuperagdes de leveduras da cavidade bucal e andlises macroscopicas
das lesdes no dorso da lingua. O grau de infecgéo aumentou conforme o
tempo de sedacdo, indicando que 10mg/kg (3h) de clorpromazina é a
dose ideal para esse modelo de candidose experimental. Além disso,
houve uma correlagao positiva entre a contagem de leveduras (ufc/mL)
recuperadas da cavidade bucal e a quantidade de leses de candidose
pseudomembranosa formadas na lingua, sugerindo que as lesées clinicas
refletem o grau de colonizagao da cavidade buca! por C. albicans.

2.5 Hormodnios ovarianos

Os principais horménios produzidos pelos ovarios sac os
estrogencs e a progesterona. Os estrogenos normalmente encontrados
na espécie humana sao: estrona (E1), 17@-estradiol (E2) e estriol (E3).
Dentre esses, o mais importante e ativo é o 17B-estradiol (BYDLOWSKFZ,
1999).

A concentragdo plasmatica dos estrogenos € baixa na
infancia, apresentando menos de 10pg/mL. Os niveis desse hormdnio
aumentam gradativamente durante a puberdade e atingem concentragdes
de 30 a 320pg/mL no individuo adulto, variando conforme o ciclo
menstrual. Apdés a menopausa, 0s niveis de estrégenoc decrescem
bastante, exibindo concentragdes inferiores a 10pg/mbL (ANTUNES-
RODRIGUES & FAVARETTO'', 1999).

Uma das caracteristicas mais significantes da fisiologia da
reproducdo dos mamiferos € a sua ritmicidade sexual. De acordo com
essa propriedade, os mamiferos podem ser classificados em dois grupos:
aqueles que apresentam ciclo menstrual caracterizados pelo
aparecimento ciclico de uma hemorragia genital devido a descamacéao do

endométrio uterino e aqueles que possuem ciclo estral, representado por
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modificagdes hormonais, morfolégicas e comportamentais caracteristicas,
que levam o animal a entrar em estro ou cic (ANTUNES-RODRIGUES &
FAVARETTO" 1999).

O ciclo menstrual & observado entre fémeas de primatas
superiores e o ciclo estral € visio em diversos animais, que podem ser
subdivididos em poliestrais durante o ano inteiro, como os ratos,
camundongos e hamsters, poliesirais durante apenas determinado
periodo do ano e monoestrais, aqueles que apresentam apenas um estro
por ano (ANTUNES-RODRIGUES & FAVARETTO", 1999).

Esta ritmicidade sexual depende fundamentaimente das
alteragdes funcionais gque ocorrem no sistema hipotalamo-hipofisiario-
gonadal. Durante o ciclo estral ou menstrual, o ovario apresenta
modificagdes induzidas pelos hormdnios hipofisiarios, como o horménio
foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH}, que determinam a
producédo de horménios gonadais, como estrogenc e progesterona. Esses
horménios induzem alteragdes morfologicas e funcionais nos drgaos
sexuais; alteracdes na secregdo de hormdnios do sistema hipotalamo-
hipofisiaric, através de sua agéo retroalimentadora negativa ou positiva; e
medificagbes comportamentais, por sua acao no sistema nervoso central
(BYDLOWSKI?, 1999; ANTUNES-RODRIGUES & FAVARETTO", 1999).

O ciclo menstrual na mulher possui duragéo de 28 dias e
& caracterizado por duas fases: uma inicial, que segue a menstruacéo e
precede a ovulagdo, denominada de fase proliferativa, folicular ou
estrogénica; e outra, a fase secretora, Iitea ou progestacional, que se
segue a ovulagio e precede a menstruagio seguinte (BYDLOWSKI?,
1999).

A fase proliferativa & caracterizada pelo desenvolvimento
gradual dos foliculos ovarianos e secrecdo de estrégenos, que induz a
proliferagio do endométrio uterino. Durante os primeiros sete dias, os
niveis de estrogeno e progesterona s&@o baixos e relativamente

constantes. Dos sete aos 14 dias, os niveis estrogénicos aumentam
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gradativamente, atingindo o pico maximo um pouco antes da ovulacao. A
ovulacgéo consiste no rompimento do foliculo maduro e liberagao do évuilo,
que é captado pelas fimbrias da tuba uterina, onde pode ser fecundado. O
restante do foliculo torna-se hemorragico, formando o corpo liteo.
Durante a fase secretora, o corps liteo comega a formar quantidades
crescentes de estrégeno e principalmente progesterona, que faz do
endométrio um tecido secretor e muito vascularizado. No fim dessa fase,
0 corpo luteo comega a degenerar € a produgdo de esirégeno e
progesterona diminui gradativamente até a menstruacdc (JUNQUEIRA &
CARNEIRO®, 1999; BYDLOWSKI®Z, 1999; WILSON & ADAIKAN'®,
1999).

O ciclo estral da rata apresenta duragioc de guatro a cinco
dias (NEQUIM et al.?', 1979) e apos cada estro, forma-se um corpo liteo
n&o funcionante, ou seja, incapaz de produzir estrogeno e progesterona, a
menos que ocorra fecundagio. O ciclo estral apresenta quatro fases: o
diestro, fase de repouso com duracéo de um dia; o proestro, periodo pré-
ovulatério que permanece por 12 horas; o estro ou cio com duragéo de
um dia; e o metaestro, fase de retorno ao periodoe de repouso, que
persiste por um ou dois dias (ANTUNES-RODRIGUES & FAVARETTO",
1899).

Durante o ciclo estral, as concentragbes mais altas de
estradiol ocorrem no proestro e a de progesterona em dois momentos
diferentes do ciclo, no proestro e na transicéo entre metaestro e o diestro.
(NEQUIN et al.?!, 1979; WATANABE et al."**, 1990).

As fases do ciclo estral da rata podem ser identificadas
através das caracteristicas celulares do esfregagco vaginal: o diestro
caracteriza-se pela presenca de células epiteliais, leucdcitos e muco; o
proestro apresenta somente células epiteliais; o estro possui apenas
células queratinizadas; e o metaesirc mostra células epiteliais,
gueratinizadas e muitos leuctcitos {(ANTUNES-RODRIGUES &
FAVARETTO", 1999).



43

2.6 Hormonios ovarianos e candidose

A candidose vulvovaginal € uma doenga bastante comum,
sendo que 75% das mulheres apresentam esse tipo de infeccdo em
algum momento da vida (LANCHARES & HERNANDEZ™, 2000). Varios
estudos epidemiologicos demonstraram que a candidose € rara em
meninas antes da menarca € em mulheres apds a menopausa, gue
apresentam baixos niveis de hormdnios ovarianos. Por outro lado, essa
infecgao € muito freqiiente durante a gestacao e a fase secretora do cicloe
menstrual, guando os niveis de estrogeno e progesterona estao elevados.
Além de ser, também, bastante comum em muiheres submetidas a terapia
de reposigcao hormonal. Todos esses dados sugerem que a candidose
vulvovaginal & influenciada pelos horménios ovarianos (SOBEL et al.'%,
1996; FERRERY, 2000, LANCHARES & HERNANDEZ™, 2000).

Segundo Ferrer” (2000), os altos niveis de estrogeno
durante a gestagdo favorecem o acumulo de glicogénio nas células
epiteliais da vagina, aumentando a fonte de carboidrato para o
crescimento e germinacéo de Candida.

Dennerstein & Ellis>' (2001) observaram 339 mutheres
com mais de 55 anos de idade, das quais 142 faziam reposi¢ao hormonal.
A presenga de candidose foi encontrada em 38 pacientes tratadas com
estréogeno, sendo que 37 apresentaram infecgéo por C. albicans e apenas
uma por C. glabrata. Enire as mulheres que n&o faziam reposi¢do
hormona!l, a candidose foi observada em dez pacientes, sendc oito
infectadas por C. albicans e as demais por C. glabrata e C. sake. Além
disso, esses autores verificaram a capacidade de assimilagdo do
glicogénio de varias amostras de C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata,
C. krusei, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. lipolytica, C. lusitaniae e C.
valida. Todas as amostras de C. albicans apresentaram capacidade em
assimilar o glicogénio. Entretanto, nenhuma das outras espécies de

Candida apresentaram essa mesma caracteristica, sugerindo yue a alta
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patogenicidade de C. albicans na candidose vaginal esta relacionada com
o acumulo de glicogénio nas céiulas epiteliais.

Existem varios estudos sobre a influéncia dos horménios
ovarianos na adesao de C. albicans as c¢élulas epiteliais (POWEL et al.’®,
1983; SEGAL et al.'’®, 1984; KALO & SEGAL®® 1988; THEAKER et al.”®,
1993). Powel et al.'® (1983) demonstraram que a aderéncia é aumentada
pela impregnacdo de estrogeno nas células do epitélio vaginal. Esse
horménio aumenta a exposi¢do de glicoproteinas na superficie ceiular,
que agem como receptores para leveduras. Segal et al.''® (1984)
verificaram maior aderéncia de C. albicans, in vitro, as células epiteliais da
vagina de mulheres gravidas e diabéticas. Kalo & Segal®™ (1988)
estudaram os efeitos do estrégeno e da progesterona na aderéncia de C.,
albicans as ceélulas epiteliais vaginais e constataram que somente a
progesterona foi capaz de aumentar a aderéncia dessas leveduras ao
epitélio vaginal.

Theaker et al."™®

(1993) observaram a influéncia do ciclo
menstrual na aderéncia de Candida as células epiteliais da boca. A
aderéncia de C. albicans foi significantemente maior nas células coletadas
no gquinto dia do cicle menstrual, quando comparadas aos dias 15, 22 e
28, sugerindo que os hormdnios ovarianos também podem estar
associados com a candidose bucat.

Kalo-Klein & Witkin® (1989) estudaram os efeitos das
alteracdes hormonais do ciclo menstrual na morfogénese de C. albicans e
na resposta imunolégica celular para esse microrganismo. Foram
coletadas amostras de sangue de mulheres saudaveis durante as quatro
semanas do ciclo menstrual. A seguir, uma suspenséo de leveduras de C.
albicans foi acrescentada ao sorc obtidec dessas pacientes para
verificagdo da formacéo de tubos germinativos, e proteinas de C. afbicans
foram adicionadas aos linfocitos extraidos do sangue das pacientes, para
observacédc da proliferacac de linfécitos em resposta a esses antigenos.

Constatou-se que durante a fase secretora do ciclo menstruat ccorreu um
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aumento da germinagdo de C. albicans, sendo esse aumento
inversamente proporcional a resposta proliferativa dos linfécitos. Assim, o
estagio hormonal das mulheres durante o ciclo menstrual parece
influenciar a patogenicidade de C. albicans, por modular a resposta
imunocidgica celular.

White & Larsen' (1997) analisaram os efeitos do
estrogeno na morfogénese de trés isolados clinicos de C. albicans in vitro.
A adicao de doses farmacolégicas de estradiol {1uM) promoveu um
pequeno aumento no nimero de germinagdes. Concentracbes cem vezes
menores desse hormonio, semelhante aos niveis fisiologicos, provocaram
grande inducio de germinagao. Os autores concluiram que o estradiol foi
um forte indutor morfogénico nos trés isolados clinicos de C. albicans,
guando administrado em doses similares aos niveis fisiologicos.

Zhang et al.'"

{2000) estudaram os efeitos do estradiol no
crescimento de C. albicans e na resisténcia desse microrganismo a
temperaturas elevadas. Foram pteparadas culturas de células de trés
isolados clinicos de C. albicans, nas quais foi adicionado 17B-estradiol ou
apenas o solvente desse hormdnio {grupo controle). Maior nimero de
células viaveis de C. albicans foi encontrado nas culturas que continham
estradiol, e o percentual de crescimento, ap6s incubagéo em temperatura
elevada (48°C), foi superior a 45% no grupo com estrogeno e inferior a
15% no grupo controle. Além disso, o estradiol foi capaz de estimular os
genes cdri e hsp90, que estdo envolvidos com a viruléncia desse
microrganismo.

Uma proteina de ligagao ao estrégeno (EBP), com aita
especificidade para 17-estradiol e outros compostos fendlicos, foi isolada
de células de C. albicans (SKOWRONSKI & FELDMAN'Z 198g;
BUCKMAN & MILLER", 1998). Essa proteina ndo apresenta homologia
com os receptores de estrégeno presentes nos mamiferos, e parece ser
um membro da familia das flavoproteinas (MADANI et al?® 1994). A

funcao fisiolégica da EBP ainda nao foi identificada, mas acredita-se que
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ela seja responsavel pelos efeitos do estrégeno na patogenicidade de C.
albicans (BUCKMAN & MILLER'®, 2000; ESSMANN & LARSEN®, 2000).

A influéncia dos hormonios ovarianos na candidose
vulvovaginal tem sido amplamente estudada em animais experimentais
(SOBEL et al.'"®*, 1985; KINSMAN & COLLARD®, 1986; FIDEL JUNIOR
et al.*®, 2000). Sobel et al.'** (1985) avaliaram os efeitos da administragao
de estradiol na candidose vaginal de ratas ovariectomizadas tratadas com
estrébgeno e ratas conirole. Em varios periodos subseqlientes da
inoculagao de C. albicans, foram realizadas lavagens vaginais para
quantificacdo de leveduras. Apés trés semanas, 13 das 14 ratas tratadas
com estrogeno apresentavam Candida no fluido vaginal, com média de
4ufc{Log)/mL. Entretanto, apenas nove das 14 ratas controle estavam
infectadas, com média de 2,7ufc{l.og)/mL. Além disso, a persisténcia de
C. albicans apods cinco semanas foi observada em dez animais tratados
com estrégeno e em apenas uma rata do grupo controie.

Para avaliar os efeitos dos hormodnios ovarianos na
infecgdo vaginal por C. albicans, Kinsman & Coltard®® (1986) inocularam
uma suspenséo de leveduras, contendo 5 x 10° células por mL, na vagina
de ratas ovariectomizadas e tratadas com estrégeno e progesterona.
Utilizando-se de enxagles vaginais, observaram persisténcia de C.
albicans por 32 dias em ratas tratadas com estrogeno e somente por sete
dias em animais tratados com progesterona. Além disso, os resultados da
citologia esfoliativa revelaram que o estrégenc manteve a infeccdo, com
crescimento de hifas entre as células epiteliais queratinizadas. Entretanto,
nos ratos injetados com progesterona, as leveduras foram eliminadas
antes da formacéo de hifas, concluindo que a administragio de estrégeno,
mas nao de progesterona, predispde a infecgao por Candida.

Fide! Janior et al.®

(2000) estudaram os efeitos dos
hormonios ovarianos na candidose vaginal experimental em
camundongos, induzida pela inoculagdo de suspenséo de C. albicans,

contendo 5 x 10* célulasinl. A administracdo de estradiol nas
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concentragbes entre 0,01 e 0,2mg/semana resultou em infeccdo
persistente durante os 35 dias de observagao. Entretanto, o tratamento
com 0,002Zmg/semana de estradiol e a nac administracio desse
medicamento mantiveram a infeccdo, respectivamente, por apenas 14 e
sete dias. Esses autores também estudaram os efeitos da progesterona
na candidose experimental. Os animais foram divididos em quatro grupos
de acordo com o tratamento: estrégeno (Grupo 1), progesterona (Grupo 11},
estrégeno e progesterona {Grupo {ll) e placebo (Grupo V). Os Grupos | e
Il apresentaram alta quantidade de leveduras recuperadas da vagina dos
camundongos, durante os 21 dias de observacdo. Por outro lado, os
Grupos |l e IV mostraram um curto tempo de infeccdo (7 dias), sugerindo
que apenas o estrégeno € importante na susceptibilidade a infecgdo
vaginal por C. albicans.

Essmann & Larsen® (2000) estudaram os efeitos de um
modulador de receptor de estrégenc (LY117018)} na colonizagéo vaginal
por C. albicans em ratas ovariectomizadas. Os animais foram inoculados
com 4,5 x 10* células viaveis de C. albicans e tratados com estradiol,
modutador de receptor de estégeno ou placebo. Nos dias dois, cinco, sete
e dez apdés a inoculagdo, foram realizados enxagiles vaginais para
recuperacao de leveduras e citologia esfoliativa para caracterizagdo das
células epiteliais. Leveduras foram recuperadas até dez dias nas ratas
tratadas com estrégeno, por apenas cinco dias nos animais que
receberam placebo e em nenhum dia nas ratas tratadas com modulador
de estrogeno. Na citologia, observou-se a presenga de células
queratinizadas tanto no grupo tratado com estradiol, como no grupec
tratado com modulador de estrégeno. Os resultados desse trabalho
indicam que o tratamento com meodulador de receptor de estrogenc
previne a colonizagcio por C. albicans. Entretanto, esse efeito ndo pode
ser atribuido as aiteragdes celulares do epitélio vaginal, uma vez que néao
foi observada diferenga na composicéo dessas células entre os grupos

tratados com estradiol e com modutador de receptor de estrégeno.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

a)

b)

estudar o desenvolvimentc de candidose no dorso
da lingua de ratas controles e ovariectomizadas,
apos inoculagbes de C. albicans, utilizando-se das
analises em microscopia de luz e microscopia
eletronica de varredura;

verificar a recuperacgéo de C. albicans da cavidade
bucal de ratas controles e ovariectomizadas, apos

inoculagbes de leveduras.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentagio Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Campus de Sao José dos
Campos/UNESP, sob protocolo n° 028/2001 (Anexo A).

Foram utilizadas 137 ratas (Raitus norvegicus, Albinus,
Wistar} com peso inicial de aproximadamente 250g, provenientes do
Biotério da Faculdade de Odontologia de Séc José dos Campos/ UNESP,
due foram distribuidas em varios experimentos conforme Figura 1.
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FIGURA 1 - Fluxograma ilustrando a distribuigao dos animais nos experimentos.

ML: Microscopia de luz; MEV: Microscopia eletrénica de varredura
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4.2 Colonizagdo natural por leveduras do género Candida na
cavidade bucal das ratas

No Inicio desse experimento, foi determinada a
colonizagédo natural por leveduras do género Candida na cavidade bucal
de todos os animais. Para isso foi coletado material de toda a cavidade
bucal, principalmente do dorso da lingua, utilizando-se um swab
esterilizado, sendo imediatamente semeado em placas com &gar
Sabouraud dextrose (Difco), adicionado de 0,1mg de cloranfenicol (Carlo
Erba - 0,1mg por mL de meio) em duplicata. As placas foram incubadas a
37°C por 48 horas, permanecendo por mais cinco dias & temperatura
ambiente.

Apos o crescimento de coldnias esféricas, branco-foscas,
com aparéncia de porcelana, medindo de 4 a 8mm e com odor
caracteristico, foi realizada a contagem de unidades formadoras de
colbnias por placa (ufc/placa). A seguir, foram feitos esfregacos corados
pelo método de Gram.

Quando na microscopia, foram observadas células
ovaladas, Gram-positivas, com ou sem brotamento, apresentando aspecto
de Candida, as coldnias foram transferidas para agar Sabouraud dextrose
inclinado, para obtengdo de culturas puras. Foram isoladas todas as
coldnias que apresentaram morfologia ou coloragdo diferente. Para
coldnias com morfologias idénticas, foram iscladas cinco amostras.

As ratas positivas para leveduras do género Candida nao

foram utilizadas nesse trabalho.
4.3 Ovariectomia
As ratas foram anestesiadas com solugdo de Rompun

(Bayer) e Francotar (Virbac) na proporgdo de 1/0,5mi, na dose de

0,1mL/100g de peso corporal, via inframuscular. Apos depilagao da regiao
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abdominal lateral e anti-sepsia com alcool iodado, a pele e a musculatura
foram incisadas longitudinalmente, na regido préxima ao nivel dos rins e
abaixo da Ultima costela. O ovério foi identificado, exposto e foi realizada
hemostasia, através da ligagdo da parte superior da trompa com fio de
seda (Ethicon/ Johnson & Johnson n%4). O ovario juntamente com a
gordura circundante, o ovidutc e uma pequena porgdo do UGtero foram
excisados. As camadas musculares foram suturadas com fio de sutura
absorvivel (Cirumédica n°4) e a pele com fio de seda (Ethicon/ Johnson &
Johnson n%4), sendo esse procedimento realizado bilateralmente.

Os animais controles foram submetidos a mesma cirurgia,

porém seus ovarios ndo foram excisados.

4.4 Peso corporal de ratas controles e ovariectomizadas

Vinte animais controles e vinte ovariectomizados foram
pesados no dia da ovariectomia e sete, 14 , 21 e 28 dias apds essa
cirurgia. Cada rata foi colocada em gaiola individual e pesada (g) em
balanga digital (Micronal B600). O percentual de aumento do peso das

ratas, apés 28 dias da ovariectomia, foi calculado conforme Figura 2:

Aumento de pesoe (%) = Peso final - Peso inicial
Peso inicial

FIGURA 2 - Férmula utilizada para calcule do percentual de aumento de peso
das ratas, apds 28 dias da cirurgia de ovariectomia

4.5 Dosagem de estréogeno e progesterona

Para dosagem de estrégeno e progesterona, foram
utilizados oito animais controles e oito ovariectomizados. Esses animais
foram sacrificados apds 31, 38 ou 46 dias da cirurgia de ovariectomia.

Antes da anestesia para o sacrificio, realizou-se um esfregago vaginal nas
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ratas controles para identificacdo da fase do ciclo estral e somente foram
usadas para dosagem de horménios aguelas gue estavam em proestro
(Quadro 1).

Quadro 1 - Caracteristicas das células presentes no esfregaco vaginal das

ratas durante as quatro fases do ciclo estral®

fases do feucdcitos muco células células
ciclo estral epiteliais | queratinizadas
diestro ++ ++ + -
proestro - - F++ _
estro - - - +
metaestro +++ - ++ ++

( - ): auséncia, ( + ). pouco, { ++ ). moderado, ( +++ }. abundante

Apos anestesia para o sacrificio, foi retirado 2mL de
sangue da artéria aorta abdominal com auxilic de uma seringa contendo
heparina a 1% (Liquemine-Rocha). As amostras de sangue coletadas
foram centrifugadas (centrifuga Excelsa 2 Fanem) a 2500Xg por 10min e
o plasma foi estocado a -20°C por no maximo dois meses. A seguir, foi
realizada dosagem de estradiol e progesterona por radicimunoensaio
(Diagnostic Product Corporation, Estradiol TKE21, Progesterona TKPG1).

Para avaliagdo das concentragbes de hormdénios nas
amostras de plasma, foi registrada uma curva padrao de referéncia,
utilizando-se solugdes de estradiol nas concentagdes de 20, 50, 150, 500,
1800 e 3600pg/mL e de progesterona nas concentracdes de 0,1, 0,5, 2,
10, 20 e 40ng/mL. Em cada tubo revestido por anticorpos, foram
colocados 100uL da amostra do plasma ou da solugdo padrio e 1mL de

lodo reativo (I'*°

). Apos agitagéde (Vortex), os tubos foram incubados por
trés horas em temperatura ambiente. A leitura da radiacdo gama das

paredes do tubo foi feita em aparelho Cobra Il Auto-Gama (Packard).




O conteldo de estradiol presente nas amostras foi
expresso em pg/mL de plasma e o de progesterona em ng/mL de plasma,
determinados através da curva de referéncia. A variagao intra-ensaio foi
de 2,4 a 3,3 para estradiol e 2,1 a 3,0 para progesterona. A varia¢io inter-
ensaio foi de 3,2 e 3,7, respectivamente, para estradio! e progestercna.

Esses procedimentos foram realizados na disciplina de
Farmacologia da Universidade Federal de Sao Paulo/UNIFESP.

4.6 Avaliacao morfolégica do dorso da lingua de ratas controles e

ovariectomizadas

Apds 28 dias da cirurgia, oito ratas nao infectadas por C.
albicans foram sacrificadas, sendo quatro do grupo controle e quatro do
grupo ovariectomizado. As linguas foram removidas e analisadas
macoscopica e microscopicamente, conforme desciito nos itens 4.8.1 a
4.8.4. De cada grupo, dois espécimes foram submetidos & analise em

microscopia de luz e dois em microscopia eletrénica de varredura.

4.7 Inoculagdo de C. albicans na cavidade bucal das ratas

Decorridos 28 dias da cirurgia de ovariectomia, 116 ratas
receberam inoculacdes bucais de C. albicans, sendo 58 controles e 58
ovariectomizadas. Antes da realizagdo das inoculagdes, foi novamente
coletado material da cavidade bucal dessas ratas, para verificagdo da
colonizac@o natural por leveduras do género Candida, conforme descrito
no item 4.2, A inoculagao de C. albicans foi realizada apenas nos animais
negativos para o género Candrida.

A suspensio de Candida a ser inoculada na cavidade
bucal das ratas foi preparada através da cepa padrao de C. albicans (F-
72), proveniente do laboratorio de Microbiologia da Faculdade de
QOdontologia ce Sio0 José dos Campos/AUNESP, isolada de paciente que
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apresentava estomatite por protese total. Esta cepa apresenta alta
letalidade para camundongos e & produtora de proteinase, hialuronidase,
condroitin-sulfatase e fosfatase (ALMEIDA'®, 1991), sendo caracterizada
através de toxinas killer como biotipo 111 (TOTTI%, 1998).

Para obtencdo da suspensdo com numero conhecido de
microrganismos, a cepa foi semeada em agar Sabouraud dextrose e
incubada a 37°C por 48 horas. O crescimento foi suspenso em Smi de
solucio fisiologica esterilizada (NaCi a 0,85%) e centrifugado a 1300Xg
durante 10 minutos, desprezando-se o sobrenadante. Esse procedimento
foi repetido novamente e o sedimento ressuspenso em 5mL de solugéo
fisiologica esterilizada (NaCl a 0,85%).

A contagem do nGmero de células viaveis da suspensac
foi feita em camara de Neubauer, apds previa coloracdo com azul de
metileno a 0,05% (REED et al.'%, 1990). A suspensao foi padronizada de
forma a obter-se 5 x 10° células vidveis/mL.

Para a inoculagdo da suspensdo de C. albicans, os
animais foram sedados com solugio de Rompun (Bayer) e Francotar
(Virbac), na propor¢do de 1/0,5mL, na dose de 0,05mi/100g de peso
corporal, via intramuscular. As ratas receberam um intculo contendo 5 x
10° células viaveis de C. albicans em trés dias consecutivos. A inoculagéo
foi realizada colocando-se 0,2mlL da suspensdo de C. albicans na boca
dos animais, com auxilio de seringa de 1mL e agulha 30 x 8cm com ponta
romba. Imediatamente apds a inoculagdo, o material fol espalhado
uniformemente pela mucosa do dorso da lingua, com auxilio de um swab

previamente esterilizado e embebido na suspenséo.
4.8 Candidose experimental

Foram utilizadas 96 ratas para o estudo da candidose

experimental, sendo 48 do grupo controle e 48 do grupo ovariectomizado.



56

Esses animais foram divididos em varios periodos de observagéo,

conforme Quadro 2.

Quadro 2 - Namero de ratas utilizadas para o estudo da candidose
experimental, de acordo com os diferentes periodos de

sacrificio (n=96)

Tempo de Controles (nh = 48) Ovariectomizadas {n = 48)
Sacrificio* ML MEV ML MEV
seis horas 10 2 10 2
24 horas 10 2 10 2
sete dias 10 2 10 2
15 dias 10 2 10 2

* Tempo de sacrificio apds inoculacdo de C. albicans
ML: Microscopia de Luz
MEV: Micoscopia Eletrénica de Varredura

4 8.1 Sacrificio dos animais

As ratas foram sacrificadas em seis horas, 24 horas, sete
e 15 dias apds a ultima inoculagdo. Para o sacrificio, os animais foram
anestesiados, decaptados em uma guilhotina e suas finguas foram
removidas, analisadas macroscopicamente e, a seguir, processadas para

analises em microscopia 6ptica e microscopia eletrénica de varredura.

4.8.2 Andlise macroscopica

Observacbes e documentagdes macroscopicas do dorso
da lingua foram feitas com auxilio de lupa estereoscopica {Zeiss), com
aumentos de 6,5; 8; 10 e 12,5 vezes, procurando-se a presencga de lesdes

clinicas caracteristicas de candidose.
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4.8.3 Microscopia de luz

Para analise em microscopia de luz, as linguas foram
fixadas em formol a 10% por 24 horas e seccionadas em duas partes no
sentido sagital. Apos inclusao em parafina, foram obtidos cortes de 7um
de espessura, que foram corados pelas técnhicas da Hematoxilina-eosina
(HE) e Acido Periddico de Schiff (PAS).

A presenca de candidose foi observada em toda a
superficie do dorso da lingua e a descricdo dos cortes histolégicos foi
realizada de acordo com a quantidade de leveduras e hifas presentes,
localizagio e extenséo das lesbtes, e alteragdes dos tecidos envolvidos.

Foi feita uma analise semi-quantitativa para avaliar o grau
de colonizagéo do epitélio por Candida, baseada na metodologia proposta

por Freire-Garaba! et al*

(1999). Foram analisados 28 campos
histolégicos do dorso da lingua de cada corte, no sentido antero-posterior,
utilizando-se objetiva de quarenta vezes. Para cada campe histolégico foi
atribuido um escore, conforme Quadro 3. Assim, foram atribuidos 28
escores para cada corte histolégico. De cada animal, foram analisados
dois cortes histolégicos, escolhidos aleatériamente, totalizando 56 escores
por animal. Para realizagdo da andlise estatistica, foi determinado um

escore médio dos 56 escores.

Quadro 3 - Escores atribuidos aos campos histolégicos para analise do
grau de colonizagéo do epitélio por Candida

Escores Quantidade de leveduras/hifas
0 auséncia
1 de1ab
2 de6a1b
3 de 16 a 50
4 mais de 50
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4.8.4 Microscopia eletrénica de varredura

Para observagdo em microscopia eletrénica de varredura,
os espécimes foram fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampéao fosfato
{0,1M e pH 7,3) por 24 horas a 4°C.

As linguas foram seccionadas em {rés partes no sentido
transversal. Para analise da candidose experimental, em um animal foi
feita andlise microscopica das trés partes da lingua. Apés a observagio
de candidose neste animal, optou-se pela utifizagdo do tergo médic da
lingua para analisar os demais animais.

As pecas foram lavadas trés vezes com tampao fosfato
(0,2M e pH 7,3), sendo gque cada lavagem teve duragao de 10min. A
seguir, foram pés-fixadas em tetréxide de ésmio tampao fosfato (0,2M e
pH 7,3) & 1% durante 1 hora. Apés mais duas lavagens com esse tampéo,
os espécimes foram submefidos a desidratagdo com concentragdes
crescentes de acetona: 50% por 30min, 70% por 30min, 80% por 30min e
100% por uma hora. Posteriormente, foi realizada a secagem ao ponto
critico com CO; (Denton Vacuum DCP 1 - USA).

As amostras foram fixadas em stubs de aluminio e
recobertas com ouro por 160 segundos a 40 mitiamperes (Denton
Vacuum Desk i} e avaliadas em microscépio eletrbnico de varredura (Jeol
JSM5600 e Jeol JSSM5310).

Esses procedimentos foram realizados na disciplina de
Patologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade
Estadual de Campinas/UNICAMP e no Laboratério Associados de
Sensores do Instituto de Pesquisas Espaciais/INPE.

4.9 Recuperacio de C. albicans da cavidade bucal das ratas

Vinte ratas foram utiizadas para a recuperacéo de C.

albicans da cavidade bucal, sendo dez centroles e dez ovariectomizadas.



59

Apoés a inoculagio de C. albicans conforme descrito no
item 4.7, foram feitas recuperagbes de leveduras da cavidade bucal em
intervalos de tempo de um, dois, cinco, sete dias e a seguir,
posteriormente em intervaios regulares de 15 dias até se obterem duas
cutturas negativas para leveduras em cada animal.

Foram coletadas amostras da cavidade bucal dos animais
com swab, girando-se 0 mesmo no interior da boca durante 60 segundos,
procurando-se preferencialmente coletar materiai do dorso da lingua. O
swab foi imediatamente colocado em tubo, contendo 0,95mL de solugéo
fisiolégica esterilizada € o mesmo foi agitado durante 30 segundos,
considerando-se a diluigdo como sendo 10, Foram realizadas diluigdes
até 10™ e 0,1mL de cada diluigéo foi semeado em duplicata na superficie
de agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e as placas incubadas a
37°C por 48 horas e, a seguir, por mais cinco dias a temperatura
ambiente.

Apbs periodo de incubagéo, coldnias tipicas de Candida
foram contadas em placas gue exibiram entre trinta a trezentas colénias.
Placas com nimero de coldnias inferior a trinta na diluigo 107 foram
consideradas como 10™ células de Candida.

A cada tempo, foram escolhidas aleatoriamente uma
placa com colbnias caracteristicas de Candida, de um animal
ovariectomizado e um controle, para obtencdo de culturas puras,

identificagdo e confirmacgéo da espécie recuperada.
4.10 Identificacao dos isolados

As cepas isoladas durante a pesquisa do género Candida
(itens 4.2) e na recuperagéo de leveduras (item 4.8) foram identificadas de
acordo com Samaranayake & MacFarlane'® (1990) e Sandvén'"" (1990),

realizando-se as seguintes provas:



60

4.10.1 Tubo germinativo

Uma aicada de cultura pura de 24 horas da levedura foi
adicionada em tubo de ensaio (13 x 17mm), contendo 0,5mL de soro
estérif de coelho. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C por
duas horas. A formacao de tubo germinativo foi observada em
microscopic de luz, colocando-se uma gota da suspenséo entre ldmina e

laminuia por periodo de até trés horas.
4.10.2 Microcuitivo

Foi utilizado o meio Comn Meal Agar (Difco) adicionado de
1% de Tween 80. Para a execugao da prova, o agar previamente fundido
foi distribuide em laminas de vidro colocadas no interior de placas de Peiri
esterilizadas. Apods solidificacdo do agar, cada cepa de levedura a ser
testada foi semeada em estria unica na superficie do meio e foi colecada
uma laminula no centro da lamina. Apés incubagéo por 48 a 72 horas &
temperatura ambiente, a leitura foi feita em microscopio 6&ptico,

observando-se presencga de clamidoconideos, leveduras e hifas.
4.10.3 Fermentac¢ao de carboidratos

Foi usado caldo vermelho de fenol (Difco) distribuido em
tubos de ensaio, contendo tubos de Duhran em seu interior. Cada agtcar
{glicose, maliose, sacarose e lactose), esterilizade por fiitracdo (filiro
Millipore, GSWP-02500), foi adicionado de forma a obter concentragéo de
1%. Os tubos foram semeados a partir da cultura pura de 24 horas da
levedura em agar Sabouraud dextrose. A leitura foi realizada apds 48
horas e confirmada apds uma semana, considerando-se a producao de
acido peifa alteracdo de pH do meio {mudanga da cor vermelha para
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amarela) e a produgéo de gas pela formacédo de bolhas no interior dos
tubos de Duhran.

4.10.4 Assimilagao de carboidratos

Foi utilizado meic de cultura quimicamente definido
(Anexo B). Para a execucgéo da prova, foi preparada uma suspenséo de
levedura em solucéo fisiologica esterilizada (NaC! 0,85%), a partir da
cultura pura de 24 horas em agar Sabouraud dextrose. A concentragéo da
suspensdo foi correspondente ao tubo 10 da escala McFarland. Foi
colocado 0,1mL desta suspensédo em placa de Petri esterilizada. A seguir,
o meio de cultura quimicamente definido, previamente liqiefeito a
temperatura de 45°C, foi vertido na placa sobre a suspenséo da levedura
e agitado delicadamente (semeadura em pour plate).

Apos solidificacdo do meio de cuitura, discos de papel
filtro, esterilizados e embebidos em solucdo de carboidratos a 10%
(glicose, maltose, sacarose, lactose, galactose e rafinose), foram
colocados na superficie do meio. A leitura da prova foi realizada apés o
periodo de incubagdo de 48 horas a 37°C, através da observacéo da
formacdo de halo de crescimento da levedura ao redor do agucar

assimilado.

4.10.5 Interpretagéo das provas

Os resultados obtidos nas provas realizadas foram

interpretados conforme o Quadro 4:



Quadro 4- Classificagio das espécies de Candida de acordo com a formagéo de tubo germinativo (TG), produgéo de
clamidoconideos (Clam) e hifas, fermentacdo e assimilagéo de carboidratos; baseado em SAMARANAYAKE
& MACFARLANE'® (1990) e SANDVEN""" (1990) com modificagdes

Espécies de TG | Clam | Hifas Fermentag¢ao Assimilagio |

Candida GL S M L GA | GL S M L GA R
C. albicans + + + |AG| A-TAG | - | AIG| + n ¥ - n -
C. stellatoidea \ \' + AlG | A- | NG| - | AIG + - + - + -
C. guilliermondii - - + AIG | AIG -/- /- AIG + + + - + +
C. glabrata - - - AIG | -l -I- -/- -/ + - - - - -
C. krusei - - + | AIG | - - /- -l + - - - " B
C. lipolytica - - + -/- /- -I- -i- -I- + - - - - -
C. lusitaniae - - + AG | AIG | - J4- | AIG + + + - + -
C. parapsilosis - - + AIG -i- /- /- Y] + " " N + R
C. vopicalis - v + [AG|AaG|AaG] - |V + T ¥ - n :
C. kefyr -l + AIG | AIG | -I- | AIG | AIG + + - + + -

Gl glicose; S: sacarose; M: maltose; L. lactose; GA: galactose; R: rafinose
A producao de acido; G: produgao de gas
{ +): prova positiva; { - ): prova negativa; V: prova variavel

Z9
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4.11 Caracterizacdo dos isolados quanto 3 sensibilidade as toxinas
Killer

As leveduras recuperadas da cavidade bucal das ratas
(item 4.9) foram caracterizadas fenoticamente quantc a sensibilidade as
toxinas kifler, conforme metodologia proposta por Polionetli et af.*® (1983).

Os isolados de Candida a serem testados e as cepas
produtoras de toxinas killer foram repicadas com 24 horas de
antecedéncia, em agar Sabouraud dextrose modificado {Anexo B). Cada
cepa de Candida a ser observada, foi semeada em meic de cultura para
verificagdo do fator killer (Anexo B) em pour-plate. A seguir, as leveduras
produtoras de toxinas kifler foram inoculadas por picada na superficie do
meio e as placas foram incubadas por 72 horas a temperatura ambiente.
As amostras foram testadas frente as cepas produtoras de toxinas killer,

conforme pode ser observado no Quadro 5.

Quadro 5 - Cepas padrao produtoras de toxinas killer, origem das

mesmas e seus respectivos codigos

| Cepas Padrido Colegéao original codigos ]
Hansenula sp Stumn 1034 K4
Pichia sp Stumn 1034 Kz
Hansenula anomala Um milano 3 Ks
Hansenula anomala CBS 5759 Kas
Hansenula anomala ‘Ahearn UM 866 Ks
Hansenula califomica Ahearn WC 40 Ks
Hansenula canadensis Ahearn WC 41 Ky
Hansenula dimennae Ahearn WC 44 Ks
Hansenula mrakif Ahearn WC 51 Kg

Foram considerados sensiveis (positivos) os cultivos que

produziram halo incolor ao redor das cepas padrdo e fresistentes
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(negativos) os que apresentaram crescimento em torno das mesmas.
Feita a leitura do teste para verificagao do fator killer, os resuitados da
biotipagem foram designados através do esquema proposto por Pollonelli

1.99

et al.™ (1983), composto por trés digitos, cada um representando uma

combinacgac dos resultados obtidos no friplet de trés cepas (Quadro 6).

Quadro 6 - Modelo de biotipo killer™

Atividade do 1° triplet | Atividade do 2° triplet | Atividade do 3° triplet
k1 1 k2 | k3 |Codigo| k4 | k5 | k6 [Cdodigo| k7 | k8 | k9 |Cadigo
+ + + 1™ + + + 1* + + + 1*

+ + - 2 + + - 2 + + - 2
+ - + 3 + - + 3 + - + 3
- + + 4 - + + 4 - + + 4
+ - - 5 + - - 5 + - - 5
1+ -] 6 |-1+]-186 | -1+1]-1 86 ]
- - + 7 - - + 7 - - + 7
- - + 8 - - + 8 - - + 8
* Exemplo: Biotipo 111

4.12 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no Programa Minitab,
considerado-se nivel de significancia de 5%.

Em relacdo ao controle de peso (%), dosagens de
estradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml), e recuperagéo de C. albicans (log
ufe/mL), as medias dos grupos controle e ovariectomizado foram
comparadas pelo teste { de Student. Para comparacgao entre os escores
dos grupos controle e ovariectomizado, obtidos na analise histologica da
colonizagdo do epitélio por Candida, foi aplicado o teste de Mann-
Whitney.




§ RESULTADOS

5.1 Colonizagdo natura! por leveduras do género Candida na
cavidade bucal das ratas

Entre as 137 ratas analisadas no inicio desse estudo (item
4.2}, 13 (9,48%) apresentaram leveduras do género Candida na cavidade
bucal e ndo foram utilizadas nos demais experimentos do presente
trabalho.

Em relagdo a identificacdo dos isolados, ocorreu
predominancia de C. guilliermondii (44,44%) e C. lusitaniae (38,88%). As
demais especies enconiradas foram: C. fropicalis (5,55%), C. krusei
(8,55%) e C. glabrala (5,55%).

Apés 28 dias da cirurgia de ovariectomia, foi realizada
uma nova coleta de saliva da cavidade bucal das ratas (itern 4.7) e
verificou-se que os animais continuaram revelando resultados negativos

para leveduras.

5.2 Peso corporal das ratas controles e ovariectomizadas

As médias e os desvios-padrao dos valores de peso
corporal das ratas pertencentes aos grupos controle e ovariectomizado
(Apéndice A) estdo representados na Figura 3.

A media e o desvio-padrae do percentual de aumento de
pesc apds 28 dias da ovariectomia foi de 11,59 + 3,86% para as ratas
controle e 20,36 £ 3,02% para as ratas ovariectomizadas, sendo esta
diferenca estatisticamente significante (Teste t de Student, a = 5%, p =
0,000).
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FIGURA 3 - Médias e desvios-padrao do peso corporal das ratas pertencentes
aos grupos controle e ovariectomizado, no dia da ovariectomia (dia
0) e nos dias sete, 14, 21 e 28 apds essa cirurgia.

5.3 Dosagem de estrogeno e progesterona

Os resultados obtidos na dosagem de estradiol e
progesterona (Apéndice B) nos animais dos grupos controle e
ovariectomizado estdo demonstrados nas Figuras 4 e 5. A média dos
niveis plasmaticos de estradiol e progesterona foi maior no grupo controle
em relacdo ao ovariectomizado, sendo esta diferenca estatisticamente

significante.
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FIGURA 4 - Médias e desvios-padrao dos niveis plasmaticos de estradiol para os
grupos controle e ovariectomizado. Diferenca estatisticamente
significante (Teste t de Student; o= 5%, p = 0,0003).
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FIGURA 5 - Médias e desvios-padrdao dos niveis plasmaticos de progesterona
para os grupos controle e ovariectomizado. Diferenca

estatisticamente significante (Teste t de Student, @ = 5%, p =
0,0002).

5.4 Morfologia do dorso da lingua de ratas nao infectadas por C.

albicans

Na anadlise macroscopica, na microscopia de luz e
microscopia eletrénica de varredura das oito ratas nédo infectadas por C.
albicans, observou-se que as linguas do grupo ovariectomizado
apresentaram aspecto de normalidade semelhante ao controle.

A lingua da rata € um 6rgao muscular revestido por
epitélio queratinizado, formado de uma regido superior, o dorso, e uma
inferior, o ventre. O dorso apresenta uma porgéo bucal, que se estende da
extremidade anterior da lingua até a papila valada, e uma porcao
faringea, localizada posteriormente a essa papila. A porgédo bucal divide-
se em duas partes: os dois tergcos anteriores que possuem sulco mediano
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no sentido sagital, e o tubérculo intermolar, que corresponde ao tergo
posterior (Figura 6).

O dorso da lingua é revestido por epitélio pavimentoso
estratificado ortoqueratinizado, formando interdigitagdes com o conjuntivo
subjacente. Na porgcdo bucal, estdo presentes as papilas filiformes e
fungiformes. As papilas filiformes sao classificadas em coénicas simples,
localizadas nos dois tercos anteriores; verdadeiras, no tubérculo
intermolar; e gigantes, na regidao que separa as conicas simples das
verdadeiras (Figuras 7 e 12). As papilas fungiformes estdo presentes em
menor numero nos dois tercos anteriores, entre as papilas cbnicas
simples.

As papilas conicas simples sdo curtas, exibem base larga
e estdo distantes umas das outras, com bastante superficie interpapilar
(Figuras 8 e 13). Ao contrario, as papilas verdadeiras sdo mais alongadas,
apresentam base mais estreita e estdao préximas umas das outras, com
pouca superficie interpapilar (Figuras 9 e 14). As papilas gigantes sao
maiores e mais visiveis do que as outras papilas filiformes (Figuras 10 e
15). As papilas fungiformes sdo curtas e largas, apresentam base
arredondada e corpusculo gustativo no epitélio da superficie superior
(Figura 11).

As papilas filiformes apresentam duas superficies:
anterior, que & convexa nas papilas conicas simples e verdadeiras, porem
cébncava nas gigantes; e posterior, que € concava nas conicas simples e
verdadeiras, e convexa nas gigantes (Figuras 7 e 12). A colonizagao de
bactérias no dorso da lingua ocorre na superficie convexa das papilas
filiformes, geralmente ndo ocorrendo nas superficies concavas, regidoes
interpapilares e papilas fungiformes. As bactérias apresentam-se
predominantemente na forma de cocos e em maior quantidade nas
papilas verdadeiras.

O ventre da lingua é revestido por epitélio pavimentoso

estratificado queratinizado e conjuntivo rico em vasos sangilineos e
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linfaticos. O epitélio forma poucas interdigitagdes com o tecido conjuntivo
e a camada de queratina € plana e sem evidéncias de acumulo de
bactérias aderidas a superficie.

Abaixo do conjuntivo subepitelial, a lingua & formada por
musculo estriado, cujas fibras se encontram agrupadas em feixes
dispostos em trés planos. Entre as fibras musculares da regidao posterior,

sdo encontradas glandulas salivares serosas e mucosas.
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FIGURA 6 - Aspecto macroscopico do dorso da lingua de rata do grupo controle.
A papila valada (=) separa a por¢éo faringea da lingua (F) da regido bucal.
As papilas gigantes (®), separam os dois tercos anteriores da lingua do
tubérculo intermolar (TI).

v : F o Tl

FIGURA 7 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo controle. A por¢ao bucal
apresenta papilas filiformes, denominadas conicas simples (PCS) na
regido anterior, gigantes (PG) e verdadeiras (PV) na regido posterior.
Abaixo do epitélio, observam-se a lamina prépria e as fibras musculares
estriadas. HE; aumento original: 25X.
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FIGURA 8 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo ovariectomizado. As
papilas conicas simples exibem superficie anterior convexa. HE; aumento
original 100X.

FIGURAQ Corte sag:tal dc dorso dalmgua de rata do grupo controle na regtéo de
papilas verdadeiras. Verifica-se a presen¢a de bactérias (—) aderidas &
superficie anterior (convexa) das papilas. HE; aumento original 100X.
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FIGURA 10 Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo oontrole nas regides de
papilas gigantes (PG) e verdadeiras (PV). Bactérias (=) estdo aderidas a
ici

superficie posterior (convexa) das papilas gigantes e superficie anterior
(convexa) das papilas verdadeiras. HE; aumento original 100X

FIGURA 11 Corte sagltal do dorso da lingua de rata do grupo ovarlectomlzado

observando-se papila fungiforme com corpusculo gustativo (=). HE;
aumento original 400X.



FIGURA 12 - Microscopia eletrdnica de varredura do dorso da lingua de
rata controle. As papilas coénicas simples (PCS) e verdadeiras
(PV) apresentam inclinagao para posterior e as gigantes (PG)
para anterior. Aumento original: 75X.

FIGURA 13 - Microscopia eletronica de varredura do dorso da lingua de
rata controle. As papilas conicas simples possuem inclinagao
para posterior, determinando superficie anterior convexa e
posterior concava. Aumento original: 180X.
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FIGURA 14 - Microscopia eletrénica de varredura do dorso da Ilngua de
rata controle na regido de papilas verdadeiras. Bactérias ()
estao aderidas a superficie anterior (convexa) dessas papilas.
Aumento original: 500X.

FIGURA15 Mlcroscopla eletrénica de varredura do dorso da Imgua de
rata controle nas regides de papilas gigantes (PG) e papilas
verdadeiras (PV). Aumento original: 130X.
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5.5 Candidose experimental

5.5.1 Analise macroscopica

Entre as 96 ratas infectadas com C. albicans para o
estudo da candidose experimental, verificou-se a presenga de lesdes
clinicas na lingua dos animais controles e ovariectomizados apos sete e

15 dias da inoculagéo de C. albicans (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero (n) e percentual (%) de ratas que apresentaram lesées
clinicas no dorso da lingua entre as 96 examinadas

Periodos de Sacrificio* Controles Ovariectomizadas
n % n %
6 horas 0 0 0 0
24 horas 0 0 0 0

7 dias 8 66,66 5 41,60

15 dias 9 75,00 4 33,00

* n = 12 para cada periodo de sacrficio

As lesdes clinicas de candidose foram caracterizadas por
areas de atrofia papilar, geralmente bem delimitadas e localizadas na
regido de papilas conicas simples, proxima as papilas gigantes (Figuras
16 e 17). Duas ratas controle exibiram um sulco transversal na area da

lesao.
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FIGURA 16 - Aspecto macroscopico do dorso da lingua de rata controle, 15 dias apds
ainoculagdo de C. albicans. Verificam-se areas de atrofia papilar ().
Aumento original: 6,5X.
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FIGURA 17 - Aspecto macroscopico do dorso da lingua de rata ovariectomizada, 15
dias apés a inoculagdo de C. albicans. Nota-se regido de atrofia papilar
(). Aumento original: 8,0X.
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5.5.2 Microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura

Apbds seis horas da inoculacdo de C. albicans, a analise
de microscopia optica mostrou a presenca de candidose em todas as
ratas controle e em nove ratas ovariectomizadas.

As lesdes de candidose eram constituidas por
quantidades variaveis de leveduras e hifas no interior da queratina. Essas
lesbes estavam presentes em diversas regides do dorso da lingua, mas
ocorreram predominantemente nas papilas cénicas simples. As lesbes ora
eram bem localizadas e envoiviam apenas uma ou duas papilas filiformes;
ora eram mais difusas, atingindo varias papilas. Por vezes, as demais
camadas do epitélio e a ldmina propria apresentavam-se normais, porém
quando havia maior quantidade de Candida, notavam-se varios leucocitos
polimorfonucleares nas camadas espinhosa e basal, inclusive formando
microabscessos intra-epiteliais (Figuras 18 - 21). Nesses casos, a lamina
propria também apresentava infiltrado inflamatério predominantemente
polimorfonuclear.

Nestas lesdes, observaram-se ainda Aareas de
desorganizagao epitelial com perda de estratificagdo. A lamina prépria
exibia numerosos vasos sangiineos dilatados e congestos.

As ratas controle apresentaram areas de candidose mais
difusas no dorso da lingua e maior colonizagéo por leveduras e hifas no
epitélio, em relagéo as ratas ovariectomizadas.

Na andlise em microscopia eletrnica de varredura, o
dorso da lingua apresentou aspecto de normalidade quando observado
em pequenos aumentos. Em maiores aumentos, era possivel observar a
presenga de bactérias e leveduras aderidas as papilas filiformes,
principaimente nas superficies anteriores (Figura 22). Em regides com
grande quantidade de leveduras, as papilas filiformes apresentavam-se
recobertas por biofilme (Figura 23). Neste pericdo de observacéo,
nenhuma hifa foi encontrada no dorso da lingua.
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A quantidade de leveduras encontradas no dorso da

lingua foi maior no grupo controle em relagéo ao ovariectomizado.
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FIGURA 18 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo controle, seis horas
apbs a inoculacdo de C. albicans. Observa-se intensa proliferacdo de
leveduras e hifas (=) na queratina. O epitélio demonstra areas com

duplicagdo da camada basal e exocitose (B). PAS; aumento original 200X.
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FIGURA 19 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo ovariectomizado, seis
horas apos a inoculagdo de C. albicans. Verifica-se a presenca de hifas
(=) na queratina e células inflamatérias na camada basal do epitélio (»).

PAS: aumento original 200X.
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FIGURA 20 Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo controle, seis horas
apbs a inoculacdo de C. albicans. Presenca de leveduras e hifas na
queratina (=) e exocitose neutrofilica (). PAS; aumento original 630X.

FIGURA 21 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo controle seis horas
ap6s a inoculagdo de C. albicans. Nota-se grande quantidade de hifas
(=) e microabscesso intra-epitelial (). PAS; aumento original 630X.
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FIGURA 22 - Mlcroscopla eletronlca de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo controle, seis horas apds a inoculagdo de
C. albicans. Observam-se leveduras (=) e biofiime bucal
entre as papilas conicas simples. Aumento original: 600X.

FIGURA 23 - Microscopia eletronica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo ovariectomizado, seis horas apés a inoculagao
de C. albicans. Leveduras (=) e bactérias (P) estdo aderidas

a superficie anterior das papilas cénicas simples. Aumento
original:1900X.
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Decorridas 24 horas da inoculacdo de C. albicans,
observou-se em microscopia optica a presenga de candidose em todos os
animais dos grupos controles e ovariectomizados.

A candidose era constituida por intensa proliferagéo de
hifas na camada de queratina, que se apresentaram bem mais alongadas
do que no periodo de observagao de seis horas. Nas areas de candidose,
observaram-se diversos leucécitos polimorfonucleares nas camadas basal
e espinhosa do tecido epitelial e no tecido conjuntivo subjacente. O
epitélio apresentou degeneragdo hidropica em toda a extensdo e
espongiose, principalmente, nas camadas basal e parabasal. Em algumas
areas, havia descamagdo da queratina com aglomerados de hifas e
células inflamatorias (Figuras 24 - 27).

As lesdes de candidose eram mais distribuidas no dorso
da lingua em relagdo ao periodo de observagéo de seis horas. No grupo
controle, essas lesdes eram mais intensas do que no grupo
ovariectomizado.

Na analise de microscopia eletrdnica de varredura,
nenhuma alteragdo morfolégica do dorso da lingua foi observada em
pequenos aumentos. Entretanto, em maiores aumentos foram
encontradas leveduras e grandes quantidades de hifas entre as papilas
filiformes (Figura 28).

Em algumas regides, as hifas estavam localizadas
perpendicularmente ao tecido e pareciam penetrar no seu interior. Alem
disso, nas areas com intensa proliferacdo de hifas, havia degradagao
tecidual (Figura 29) e descamacao celular das papilas filiformes (Figura
30).

No grupo controle, as hifas foram encontradas em
diversas areas da lingua e envolviam varias papilas filiformes (Figura 31).
Entretanto, no grupo ovariectomizado, a presenga de Candida foi

observada apenas em algumas regides.
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FIGU RA 24 Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo controle 24 horas apos
a inoculagdo de C. albicans. Leveduras e hifas estdo na queratina, que
parece estar se descamando da superficie (=). PAS; aumento original
200X.

FIGURA 25 - Corte sagltal do dorso da hngua de rata do grupo controle 24 horas apo6s
a inoculacéo de C. albicans. Observam-se leveduras e hifas na queratina

(=) e células com degeneragéo hidropica nas outras camadas do epitélio
(»). PAS; aumento original 400X.
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IGURA 26 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo ovariectomizado, 24
horas apds a inoculagdo de C. albicans. Verifica-se a presenga de
bactérias (=) aderidas a superficie anterior (convexa) das papilas
conicas simples, leveduras e hifas na queratina e degeneragao hidrépica

no epitélio (»). PAS; aumento original 200X.
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FIGURA 27 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo ovariectomizado, 24
horas apos a inoculagéo de C. albicans. Leveduras e hifas penetram na
queratina () e o epitélio apresenta degeneracdo hidropica (P). PAS;
aumento original 400X.
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FIGURA 28 - Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo ovariectomizado, 24 horas ap6s a inoculagao

de C. albicans. Verificam-se hifas (), descamagdo celular
(») e degradacao tecidual (#). Aumento original: 1000X.

FIGURA 29 - Microscopia eletronica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo controle, 24 horas apés a inoculagdo de

C. albicans. Observam-se hifas () e degradagéo tecidual.
Aumento original: 2500X.
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FIGURA 30 - Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo controle, 24 horas apds a inoculagdo de
C. albicans. Nota-se a presenca de hifas (=), descamacgao
celular (#) e bactérias (P). Aumento original: 1200X.
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FIGURA 31 - Microscopia eletronica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo controle, 24 horas apés a inoculagéo de
C. albicans. Verifica-se proliferacdo de hifas (=) entre as
papilas filiformes. Aumento original: 300X.
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Apos sete dias da inoculagdo de C. albicans, verificou-se
em microscopia optica que sete ratas controle e cinco ovariectomizadas
apresentavam hifas no epitélio do dorso da lingua. Essas hifas eram
pouco numerosas e estavam localizadas no interior da queratina, que se
descamava da superficie epitelial. As demais camadas do epitélio e o
tecido conjuntivo subjacente apresentavam-se normais ou com discreto
infiltrado inflamatério.

Em seis ratas controle e trés ovariectomizadas foram
encontradas areas com intensa lesao tecidual, caracterizadas por perda
das papilas filiformes. Essa lesdo apresentou dois padrées distintos, no
primeiro, notava-se hiperparaqueratose, hiperplasia do epitélio,
espongiose, duplicagdo e perda de estratificagdo da camada basal, além
de células inflamatérias em todas as camadas, por vezes formando
microabscessos (Figuras 32 - 34). No segundo padrdao, observou-se
apenas hiperplasia do epitélio com focos de duplicagdo da camada basal
(Figura 35). O tecido conjuntivo subjacente as areas de lesdo mostrava
infiltrado inflamato6rio mononuclear e polimorfonuclear. As lesdes teciduais
estavam localizadas na regido de transigdo entre as papilas cdnicas
simples e gigantes, com excecao de duas ratas que exibiram lesdes
teciduais nas papilas verdadeiras.

Na microscopia eletrdnica de varredura, foi possivel
observar, em pequenos aumentos, a presenca dessas lesées teciduais no
dorso da lingua (Figura 36). Nas areas lesadas, notaram-se atrofia e
destruicdo das papilas filiformes e aumento da superficie interpapilar
(Figuras 37 - 39). Além disso, em um animal controle, verificou-se
presenga de um sulco transversal na area de lesdo (Figura 36). Neste
periodo de sacrificio, raramente foram observadas leveduras ou hifas no
dorso da lingua.
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a inoculagéo de C. albicans. Lesao tecidual caracterizada por perda das
papilas filiformes, hiperparaqueratose e hiperplasia do epitélio. HE;
aumento original 100X,

FIGURA 33 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo controle, sete dias apos
a inoculagdo de C. albicans. Detalhe da Figura 32, demonstrando
hiperparaqueratose, hiperplasia do epitélio, espongiose, exocitose,
duplicagdo e perda de estratificacdo da camada basal. HE; aumento
original 200X.
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_ 2 : lingua de rata do grupo controle, sete dias ap
a inoculagéo de C. albicans. Verifica-se formagdo de microabscesso
intra-epitelial (->) em area de les&o tecidual. HE; aumento original 630X.

FIGURA 35 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo ovariectomizado, sete
dias ap6s a inoculagdo de C. albicans. Les&o tecidual representada por
perda das papilas filiformes, hiperplasia do epitélio com focos de
duplicacio da camada basal e exocitose (). HE; aumento original 200X.
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FIGURA 36 - Microscopia eletronica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo controle, sete dias apés a inoculagcao de
C. albicans. Area de atrofia papilar (®) na regido de papilas
conicas simples anteriormente as gigantes (). Observa-se

sulco transversal (=) na lesdo. Aumento original: 75X.

FIGURA 37 - Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo controle, sete dias apds a inoculagdo de
C. albicans. Detalhe da Figura 36, demonstrando atrofia das

papilas filiformes e aumento da superficie interpapilar.

Aumento original: 200X.
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FIGURA 38 - Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo ovariectomizado, sete dias apos a inoculagao
de C. albicans. Atrofia das papilas conicas simples e aumento
da superficie interpapilar. Aumento original: 300X.

FIGURA 39 - Microscopia eletronica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo ovariectomizado, sete dias apdés a inoculagdo
de C. albicans. Observam-se atrofia das papilas coénicas
simples e presenca de papilas fungiformes (). Aumento
original: 220X.
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Depois de 15 dias da inoculagéo de C. albicans, verificou-
se, em microscopia oOptica, que dois animais ovariectomizados
apresentaram persisténcia de algumas hifas no interior da queratina. O
epitélio e conjuntivo subjacentes mostraram-se normais. Um animal
controle exibiu hifas na camada de queratina, associada a leséo tecidual.

Sete ratas controle e duas ovariectomizadas
apresentaram lesdes teciduais, com padroes semelhantes aos
observados no periodo de sete dias, sendo que o primeiro padrao foi mais
dificil de ser encontrado (Figuras 40 e 41). A |lamina prépria também
exibia infiltrado inflamatério mononuclear e polimorfonuclear.

Uma rata controle demonstrou duas lesdes teciduais no
dorso da lingua, sendo uma localizada nas papilas conicas simples e a
outra nas verdadeiras. De todas as lesdes teciduais observadas neste
periodo de sacrificio, nove foram na regido de transi¢cdo entre as papilas
conicas simples e gigantes, uma nas papilas gigantes e duas nas
verdadeiras.

Na microscopia eletrénica de varredura, leveduras e hifas
nao foram mais encontradas. Na regido entre as papilas cénicas simples e
gigantes, ainda se observava leséo tecidual, representada por atrofia das
papilas e aplainamento do tecido (Figura 42).

Uma rata do grupo controle demonstrou um sulco
transversal bastante profundo na area de lesao tecidual (Figura 43).
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FIGURA 40 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo controle, 15 dias apés a
inoculagéo de C. albicans. Observa-se perda das papilas filiformes,
hiperparaqueratose, hiperplasia do epitélio, espongiose, exocitose,
duplicagéo e perda de estratificagdo da camada basal. HE; aumento
original 200X.

FIGURA 41 - Corte sagital do dorso da lingua de rata do grupo ovariectomizado, 15
dias ap6s a inoculagéo de C. albicans. Leséo tecidual caracterizada por
perda das papilas filiformes e hiperplasia do epitélio com focos de
duplicagéo da camada basal. A ldmina prépria contém vasos sanguineos
congestos (=). HE; aumento original 200X.
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FIGURA 42 - Microscopia eletrénica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo controle, 15 dias apdés a inoculagéo de
C. albicans. Lesao representada por atrofia das papilas
filiformes e aplainamento do tecido. Aumento original: 500X.

FIGURA 43 - Microscopia eletronica de varredura do dorso da lingua de
rata do grupo controle, 15 dias apés a inoculagdo de

C. albicans. Observa-se sulco transversal profundo na area
de les&o tecidual. Aumento original: 180X,
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Os resultados da distribuicao dos escores para a analise
semi-quantitativa da colonizagdo do epitélio por Candida, realizada em

microscopia optica, estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Escores atribuidos aos animais dos grupos controle e
ovariectomizado, nos diferentes tempos de sacrificio, para

analise semi-quantitativa da colonizagao do epitélio por C.

albicans

Periodos de Escores Total

Sacrificios 0 1 2 3 4
6 horas Co 393 22 28 43 74 560
Ov 473 16 20 28 23 560
24 horas Co 322 52 58 78 50 560
Ov 393 38 40 62 27 560
7dias Co 530 21 53 4 0 560
Ov 542 10 5 3 0 560
15dias Co 957 3 0 0 0 560
Ov 857 3 0 0 0 560

Co: controle; Ov: ovariectomizado

O grupo ovariectomizado apreéentou escore médio
inferior ao controle nos periodos de seis horas, 24 horas e sete dias apds
a inoculagdao de C. albicans, entretanto nado foi observada diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (Figura 44 e Apéndice C). No
tempo de observagdo de 15 dias, o epitélio raramente demonstrou

colonizagao por Candida.
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Controle
A Ovariectomizado

Escores

24 horas 7 dias

Tempo apos a inoculagéo de C. albicans
FIGURA 44 - Faixa (maximo e minimo) e valores medianos obtidos na analise
semi-quantitativa da colonizagdo do epitélio por C. albicans. Nao
ocorreram diferencas estatisticamente significantes (Teste de
Mann-Whitney, « = 5%) entre os grupos controle e
ovariectomizado para os periodos de seis horas (p = 0,12), 24
horas (p = 0,19) e sete dias (p = 0,34)

5.6 Recuperacédo de C. albicans da cavidade bucal das ratas

No grupo controle, C. albicans foi recuperada de todos os
animais nos periodos de um, dois, cinco, sete e 22 dias apos a
inoculagéo. A seguir, houve um declinio no niumero de ratas positivas para
leveduras, para oito apds 37 dias, para quatro apos 52 dias e uma apos
67 dias das inoculagdes. No periodo de 82 dias, C. albicans nao foi mais
recuperada (Apéndice D).

No grupo ovariectomizado, a recuperagao ocorreu em
todos os animais apos um, dois, cinco e sete dias da inoculagao, decaindo
a seguir para cinco apds 22 dias. No periodo de 37 dias, leveduras nao
foram mais recuperadas (Apéndice D).
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A média do logaritmo do numero das ufc/mL de C.
albicans, recuperadas da cavidade bucal, foi menor nos animais
ovariectomizados do que nos controles, em todos os periodos de
observagao, conforme pode ser observado na Tabela 3 e Figura 45.

Tabela 3 - Médias e desvios-padrao do logaritmo do nimero das unidades
formadoras de coldnias (ufc/mL) de C. albicans recuperadas da
cavidade bucal de ratas controles e ovariectomizadas nos

diferentes periodos de observagao

Tempo apos Controle Ovariectomizado
inoculacao (dias) (n=10) (n=10)
1 4,69 + 0,31 1,99 + 1,12
2 4,28 + 0,40 3,61+0,83
5 4,36 £ 0,42 3,32+ 0,68
F i 2,36 £0,84 1,82 £ 0,39
22 2,46 + 0,93 0,50 £ 0,52
37 1,14+0,6 0
52 0,80 £1,07 0
67 0,22 £ 0,70 -
82 0 -
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FIGURA 45 - Médias e desvios-padrao dos dados (em log) de ufc/mL de C.
albicans, recuperadas da cavidade bucal das ratas nos varios
periodos de observagdo. *Diferencas estatisticamente
significantes (Teste t de Student, a = 5%) entre os grupos controle
e ovariectomizado, nos tempos de 1 dia (p = 0,00), 2 dias (p =
0,04), 5 dias (p = 0,001) e 22 dias (p = 0,00)

A cada recuperagado de leveduras da cavidade bucal das
ratas, uma amostra de um animal controle e de um ovariectomizado foi
isolada, identificada a nivel de espécie e caracterizada através da
verificacdo do fator killer. Todas as amostras eram C. albicans biotipo
killer 111, o mesmo biotipo da amostra que foi inoculada, confirmando
portanto, que a amostra recuperada foi a mesma utilizada para

inoculagao.



6 DISCUSSAO

Além dos dilemas éticos associados com a pesquisa em
seres humanos, os mesmos apresentam variacdes em relagcic a raga,
cultura, dieta, habitos sociais, resposta imunolégica e fisiclogia bucal.
Estes fatores, associados a dificuldade de se estabelecer a etiologia e
patogénese de doengas oportunistas, como a candidose, indicaram a
necessidade da utilizagdo de modelos animais experimentais. O modelo
animal possibilta maior padronizagdo dos fatores envolvidos na
candidose e subseqiientes comparagtes dos resultados observados em
diversos estudos (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE''?, 2001).

Porém, uma das desvantagens em estudar candidose na
cavidade bucal de ratos Wistar e Sprague-Dawley € que estes animais
podem ser portadores naturais do género Candida, apresentando
resposta imunolégica diferente ao processo infeccioso (SAMARANAYAKE
& SAMARANAYAKE'® 2001). Assim, no inicio deste trabalho, foi
realizada pesquisa do género Candida na cavidade bucal de todos os
animais e agueles que apresentaram colonizacdo natural por leveduras
ndo foram utilizados, evitando-se assim qualquer interferéncia nos
resultados.

A colonizacao natural por Candida foi encontrada na boca
de 13 das 137 ratas (9,48%) examinadas no inicio do experimento. Esse
resultado mostra-se inferior aos de Jorge®® (1991), Totti'*' (1994) e Jorge
et al. ¥ (1997), que refataram a presenca de Candida, respectivamente,
em 17, 42 e 22% dos ratos analisados. Por outro lado, Fisker et al.*’
(1982) isolaram leveduras em apenas dois dos 104 (1,6%) ratos
analisados e O'Grady & Reade® (1993) n&o encontraram o género

Candida na cavidade bucal dos ratos estudados.
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Os diferentes resultados desses trabalhos revelam gue a
colonizagéo por Candida na cavidade bucal de ratos € menos freqiiente
do que nos seres humanos, uma vez que a prevaléncia de leveduras em
adultos saudaveis varia entre 3 a 48%, dependendo da populagdo em
estudo (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE,'® 2001; SHERMAN et
al.'*°, 2002).

Entre as amostras isoladas, 44,44% eram C.
guifliermondif, 38,88% C. lusitaniae e as demais C. tropicalis, C. glabrata e
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C. krusei. Jorge et al.”" (1997} também encontraram C. guilliermondii, C.

lusitaniae, C. tropicalis e C. glabrata na cavidade bucal de ratos.

Entretanto, Fisker et al*'

{1982) encontraram apenas amostras de C.
famata entre os ratos analisados.

Embora C. albicans seja a espécie mais freqlientemente
isolada da cavidade bucal de seres humanos, correspondendo a cerca de
60 a 70% dos isolamentos (STENDERUP'?, 1990), essa espécie nao foi
encontrada no presenie estudo. Esse resultado concorda com outros
trabalhos que mostram que a colonizagdo por C. albicans na cavidade
bucal de ratos ndo é tio freqiiente como em seres humanos. Jorge®®
(1991) e Jorge et al.%” (1997) encontraram C. albicans, respectivamente,
em 3,41 e 6,85% das amostras isoladas.

Neste trabalho, as espécies mais comumente observadas
foram C. guilliermondii e C. lusitaniae. Estas espécies tém sido isoladas
do trato digestivo de animais homeotermos (LACAZ et al.”®, 1998),
podendo, portanto, ser encontradas na boca de ratos. Entretanto, quando
inoculadas em animais experimentais, apresentam baixa patogenicidade
(ARENDRUP et al."®, 2002).

Na cavidade bucal humana, estas espécies sdo menos
frequientes. Jorge et al.®® (1997) encontraram C. guilliermondii em 2,5%
dos isolados e C. lusitaniae em 1,25%. Além disso, Kulak-Ozkan et al.”
(2002) observou a presenca de C. guilliemondii em 2,9% e ndo encontrou

C. lusitaniae. O namero de infecgbes causadas por estas espécies tem
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aumentado nos uitimos anos, principalmente por apresentarem resisténcia
a Anfotericina B e Nistatina. Atuatmente, C. guilliermondii e C. lusitaniae,
s&o responsaveis respectivamente, por 1 a 5 e 2 a 8% do total de
candidemias (KRCMERY & BARNES®®, 2002).

Aléem de constituirem bons modelos experirnentais para o
estudeo da candidose bucal, os ratos tém sido amplamente utilizados para
a compreensio dos mecanismos envolvidos na menopausa. A deficiéncia
de estrogeno e outros hormdnios observada na menopausa pode ser
induzida em animais experimentais, através da cirurgia de ovariectomia
(CASTRO?, 2000; WU et al.'*', 2000).

O sucesso desta cirurgia em reduzir os niveis de
horménios ovarianos pode ser avaliado atraves das alteragdes de peso
corporal dos animais. A queda de estrogeno resuita em aumento de peso
por induzir maior consumo de alimentos e conseqiiente acumulo de
gordura (ALBERT et al.*, 1991). O estroégeno modula a excitabilidade dos
neurénios do nicleo ventromedial do hipotalamo, que constitue o centro
do comportamento alimentar (SHIMIZU et at.'*', 1997).

O acréscimo de peso corporal apés 28 dias da cirurgia de
ovariectomia foi equivalente a 11,59% para as ratas controles e 20,36%
para as ratas ovariectomizadas, sendo esta diferenga estatisticamente
signhificante. Estes dados coincidem com os resultados obtfidos por Rico et
al.'®® (2000), que observaram um aumento de pesc de 13% para animais
confroles e 24% para ratas ovariectomizadas, decorridos trinta dias da
ovariectomia.

Aitken et al.? (1972) também observaram maior acréscimo
de peso nas ratas ovariectomizadas em relagéo ao grupo controle apds
um més da ovariectomia, porém esse acrescimo foi de apenas 3% para o
grupo controle e 17% para o ovariectomizado. As diferencas entre esses
dados com os anteriormente citados podem ser atribuidas a espécie de
animal estudada, visto que Aitken et al.? (1972) analisaram ratas Sprague-
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Dawley, engquanto que em nosso trabalho e no estudo de Rico et al.'®
(2000), foram utilizadas ratas Wistar.

Depois de um més da cirurgia de ovariectomia, Yoneda et
al."? (1998) observaram que as médias do consumo de alimento (g/dia) e
do peso corporal (g) foram, respectivamente, de 19,6 e 256,9 para ratas
controles, 24,6 e 309,2 para ratas ovariectomizadas e 18,2 e 242,7 para
ratas ovariectomizadas tratadas com estrogeno, indicando que a
reposigao hormonat pode reverter os efeitos da ovariectomia na ingestéao
de alimenios e peso corporal.

Em ratas com ovarios intactos, as concentragbes
plasmaticas de estradiol e progesterona variam conforme a fase do ciclo
estral (ALBERT et al.*, 1991). Segundo Levine et al.”’ {1996), os niveis
plasmaticos de estradiol oscilam aproximadamente entre 30 a 50pg/mL.
Neste trabalho, para realizagédo das dosagens hormonais foi necessaria
uma padronizacédo da fase do ciclo estral. Sendo assim, as ratas controle
foram sacrificadas no proestro, fase em que tanto os niveis de estradiol
como os de progesterona estéo elevados (NEQUIM et al.%, 1979).

As concentragbes plasmaticas de estrégeno e
progesterona das ratas controle em proestro foram respectivamente, de
57,14pg/mL e 15,78ng/mL. Abdalla’ (1999) encontrou 30,95pg/mL de
estradiol plasmatico e 12,94ng/mL de progesterona no plasma de ratas
em estro. Esses resuitados confirmam a variacdo hormonal durante o
ciclo estral.

O valor de estradiol plasmatico foi cerca de trés vezes
maior no grupo controle em relagdo ac ovariectomizado (57,14 e
18,88pg/mL de plasma). Essa diferenga foi ainda maior na dosagem de
progesterona, na quat o grupo controle apresentou nivel hormonal cinco
vezes maior do que o ovariectomizado (15,78 e 3,96ng/mL de plasma).
Esses dados indicaram que a excisdo dos ovarios foi bem sucedida e que
o modelo de animal ovariectomizado foi capaz de refletir o estagio

hormonal da mulher na menopausa.
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Na analise em microscopia de luz das linguas das ratas
ndo infectatas por C. albicans, observou-se que o0s animais
ovariectomizados apresentaram aspecto de normalidade semethante aos
controles. Esses resultados concordaram com os achados de Hertz et
al.*® (1971), que descreveram aspectos morfolégicos normais das papilas
do dorso da lingua e do epitélic da mucosa bucal em mulheres apés a
menopausa. Leimola-Virtanen et al.’”® (1997) também observaram
semelhanga entre os padrdes celulares das citologias esfoliativas
realizadas na mucosa bucal de mulheres jovens e pdés-menopausa.

Entretanto, Pisanty et al.*® (1975) encontraram alteragdes
histologicas, como atrofia epiteiial e espongiose, na mucosa bucal de
mulheres apés a menopausa. Richman & Arbarbanel'® (1943) relataram
que as alteragbes epiteliais da mucosa bucal decorrentes dos baixos
niveis de estrogeno ocorrem apds longo periodo de tempo. Ziskin &
Blackberg'*® (1940) conseguiram produzir gengivite atréfica em macacos,
somente apos 210 dias da cirurgia de ovariectomia. Possivelmente, neste
trabalho, o dorso da lingua das ratas ovariectomizadas nao apreseniou
alteragdes histologicas perceptiveis pela metodologia utilizada, devido ao
tempo de observacio (28 dias apos a ovariectomia).

Na analise em microscopia eletrbnica de varredura, o
dorso da lingua das ratas ovariectomizadas também apresentava aspecto
semelhante as ratas controles. Entretanto, Yuce! et al'® (2002)
demonstraram que as altera¢gdes hormonais durante a gestagéo alteram a
morfologia das papilas da lingua, levando a um aumento da sensibilidade
gustativa. Em microscopia eletrénica de varredura, esses autores
observaram que a lingua de ratas prenhas apresentavam sulco mais
profundo ac redor da papila circunvalada, configuragdo laminar néo
circular nas papilas fungiformes e desorganizagdo na dire¢@o das papilas
filiformes.

Os animais que receberam inoculagdes de C. albicans na

cavidade bucal desenvolveram lesGes clinicas e microscépicas de
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candidose no dorso da fingua, mesmo sem apresentarem fatores
predisponentes, como uso de antibidticos, imunossupresséo, dieta rica em
carboidratos ou xerostomia. Esses dados confirmam que a candidose
experimentai pode ser induzida pela simples inoculagdo de uma cepa
patogénica de C. albicans (ALLEN et al.?, 1989).

A sedacéo realizada nos animais durante a inoculagéo
desse microrganismo pode ter favorecido o desenvolvimento da
candidose bucal. Takakura et al."*® (2003) verificaram que a gravidade
das lesdes de candidose aumentou conforme o tempo de sedacdo apds a
inoculagdo. Segundo esses autores, a sedagdo dos animais dificulta a
ingestdo da suspensdo de C. albicans, evitando a ocomrréncia de
candidose sistémica, e aumenta a permanéncia das leveduras na
cavidade bucal, favorecendo a formagdo de tubos germinativos e
filamentagio, responsaveis pela invasao tecidual.

A candidose experimental induzida neste trabalho foi
menos freqliiente no grupo ovariectomizado em relagdo ao coentrole, mas
as caracteristicas clinicas e microscépicas foram semelhantes em ambos
0S grupos.

Lesodes clinicas de candidose foram observadas nas ratas
sacrificadas apés sete e 15 dias da inoculacio. Resultado semelhante foi
encontrado por Allen et al.® (1989) que, apos sacrificarem 0s animais em
varios pericdos subseqilentes da inoculagdo, verificaram lesdes
macroscopicas apés sete dias.

As les6es clinicas foram caracterizadas por areas de
atrofia papilar bem delimitadas e geraimente localizadas na regido de
papilas coOnicas simples, proximo as papilas gigantes. Essas mesmas
caracteristicas foram observadas na candidose experimental induzida em
ratos através da simples inoculagao de C. afbicans (ALLEN et al.®, 1989),
administragio de tetraciclina (ALEN et al, 1985) ou siaioadenectomia
(JORGE et al.®®® 1983; FREIRE-GARABAL et al.*?, 1999). Entretanto,

lesdes semelhantes a candidose pseudoemembranosa foram encontradas
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na lingua de camundongos geneticamente modificados, com Sindrome da
Imunodeficiéncia Severa (TEICHERT et al.'®, 2002) e em camundongos
imunossuprimidos por prednisolone (TAKAKURA et al.'?8, 2003).

Apds seis horas da inoculagdo de C. albicans, observou-
se, em microscopia optica, a presenca de aglomerados de leveduras e
hifas na queratina, em diversas regides do dorso da ilingua. Utilizando a
mesma metodologia desse trabalho, Jorge®® (1991) verificou que a
formagao de hifas, a partir da filamentagao das leveduras, ocorre apos
quatro horas da inoculagao. Esses achados confirmam gque a producéo de
hifas por C. albicans € importante para a invasdo do microrganismo aos
tecidos (WEBB et al.™*®, 1998).

Em microscopia eletrénica de varredura, notou-se a
presenga de bactérias e leveduras aderidas, principalmente a superficie
convexa das papilas filiformes. Segundo Brady et al.'® (1975), a aderéncia
das bactérias € maior na superficie convexa (anterior) das papilas cdnicas
simples e verdadeiras, devido ac maior contato dessa superficie com a
saliva, que contém proteinas importantes para a adesédo bacteriana.

Alem disso, observou-se que em regibes com grande
quantidade de leveduras, as papilas filiformes apresentavam-se
recobertas por biofilme. Santos''* (1999) também estudou a aderéncia de
C. albicans as papilas filiformes e verificou que a mesma ocorre
predominantemente nas papiias verdadeiras, sobre a placa bacteriana.
Esses dados indicam possivel interacdo de C. afbicans com outros
microrganismos presentes no biofime, o que pode ter contribuido para
sua coloniza¢ao e proliferacdo na cavidade bucal {CANNON et al.?’, 1995:
WEBB et al.™®, 1998).

Ainda em refacéo ao periodo de seis horas, a presenga de
hifas foi observada em microscopia Optica, mas ndc em microscopia
eletrénica de varredura. Alien et al.® (1989) relataram que a observacgéo
de hifas em microscopia eletrénica de varredura € bastante rara, uma vez

que as mesmas ficam no interior da queratina.
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Depois de 24 horas da inoculagao de C. albicans, a
analise de microscopia dptica revelou intensa proliferagdo de hifas e

descamacao da queratina. Shakir et al.''®

(1986) demonstraram que a
infecgdo por Candida resuitou em aumento do ndmero de mitoses na
camada basal do epitélio e da quantidade de descamacgio. Segundo
esses autores, essas alteragbes constituem mecanismos de defesa frente
a invasao fingica.

Além da proliferagédo de hifas e descamacgio, observou-se
em microscopia eletrbnica de varredura, presenga de degradacio
tecidual. C. albicans secreta enzimas histoliticas, como as proteinases,
capazes de digerir queratina e faciltar a invasdo do microrganismo
(HOEGL et al.*°, 1996; HUBE & NAGLIK®', 2001).

A degradacao tecidual e descamacgio da queratina com
aglomerados de hifas, observados apds 24 horas da inoculagéo,
possivelmente podem explicar a grande quantidade de hifas encontradas
em microscopia eletrdnica de varredura nesse periodo de observagéo.

Decorridos sete e 15 dias apdés a inoculacdo de C.
albicans, notou-se em microscopia Optica a presenga de pequenas
guantidades de hifas e de lesdes teciduais, caracterizadas por perda das
papilas filiformes, acantose e hiperplasia do epitélio, além de infiltrado
inflamatéric nos tecidos epitelial e conjuntivo. Samaranayake &

Samaranayake''®

(2001) relataram que, embora a infecgéio por Candida
seja restrita & camada de queratina na superficie epitelial, alteracdes
teciduais podem ocorrer nas camadas mais profundas do epitélio e na
lamina propria. Provavelmente, esses efeitos podem ser atribuidos a
producao de enzimas extracelulares, como proteinases e fosfolipases.

Na microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura, constataram-se areas de atrofia papilar e apiainamento do
tecido, que corresponderam as lesdes macroscopicas observadas neste

frabatho.
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No periodo de 15 dias, varios animais exibiram aspecto
de normalidade no dorso da lingua, sem a presenca de hifas ou de lesbes
teciduais. Esses achados concordam com Samaranayake &
Samaranayake''® (2001), que verificaram resolugdo do processo
infeccioso apds 15 dias da inoculagdo, sugerindo que o sistema
imunolégico do animal € suficiente para eliminar infecgao por C. albicans.

Na analise semi-quantitativa da colonizagdo do epitélio
por C. albicans, o grupo ovariectomizado apresentou resuitado inferior ao
controle nos periodos de seis horas, 24 horas e sete dias. Esses dados
concordam com estudos sobre a candidose vulvovaginal, que
demostraram influéncia dos niveis de horménios ovarianos na infeccéo
por C. albicans.

Os mecanismos pelos quais esses hormonios agem na
candidose vulvovaginal ainda nZo estic totalmente estabelecidos, mas
varios estudos demonstraram que o estrogeno apresenta efeitos indiretos
no tecido do hospedeiro, favorecendo invasao de C. albicans (SOBEL et
al.'?*, 1985, KALO & KLEIN & WITKIN®, 1989; DENNERSTEIN &
ELLIS®', 2001), e efeitos diretos sobre o microrganismo, modulando seus
mecanismos de patogenicidade (WHITE & LARSEN'’, 1997; MADANI et
al.%®, 2000).

Sobel et al'™ (1985) verificaram que ratas
ovariectomizadas s@o resistentes ao desenvolvimento de candidose
experimental por apresentarem epitélioc vaginal composto por células
colunares nao queratinizadas. Entretanto, esses animais desenvolveram
candidose vaginal apdés o tratamento com estrégeno. Esse hormdnio
induz ¢ espessamento e queratinizacdo do epitelio, favorecendo adesao
de C. albicans.

Como, neste trabalho, as caracteristicas histolégicas do
dorso da lingua das ratas controles e ovariectomizadas foram

semelhantes, possivelmente o menor desenvolvimento de candidose nos
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animais ovariectomizados esteja relacionado com os efeitos diretos do
estrégeno sobre C. albicans.

Kinsman & Collard® (1986) realizaram coletas do fluido
vaginal de ratas nao infectadas por Candida para estudarem os efeitos in
vitro dos horménios ovarianos na germinacéao de leveduras. Uma cepa de
C. albicans foi adicionada ao enxaglie vaginal, ap6és o mesmo ter sido
centrifugado e filtrado para eliminagio das células epiteliais. Depois do
pericdo de incubagéo de trés horas, o percentual de formagao de tubos
germinativos foi de 11,5 para o grupo controle, 8,8 para o grupo
ovariectomizado, 16,5 para o grupo ovariectomizado tratado com
estrogeno e 13,1 para o grupo ovariectomizado tratado com progesterona.
Os autores concluiram que fatores ndo relacionados com as
caracteristicas celulares do epitélio vaginal sao importantes para a
producéo de tubos germinativoes.

Varios estudos in vitro demonstraram que C. albicans
responde ao estrégeno exégeno com alteracdes na taxa de crescimento e
morfogénese, aumentando sua patogenicidade (WHITE & LARSEN'?,
1997). Buckman & Miller’® (1998) e Madani et al.?° (2000) sugeriram que a
resposta de C. albicans a esse horménio € mediada pela proteina de
ligagdo ao estrogeno (EBP), presente no citoplasma desse
microrganismo.

Neste trabalho, C. albicans foi recuperada da cavidade
bucal dos animais do grupo controle até 67 dias apds a inoculagéo e do
grupo ovariectomizado por 22 dias. Além disso, a média de ufc/mL de C.
albicans recuperadas da cavidade bucal foi menor no grupo
ovariectomizado em relagdo ao controle, em todos os periodos de
observagao.

Sobel et al.'?* (1985) também estudaram a recuperagéo
de C. albicans no fluide vaginal de ratas apds varios periodos da
inoculacdo (10% células viaveis/mb) e verificaram que, apés 96 horas,

todos os animais ovariectomizados apresentavam cuituras negativas para
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o género Candida, sugerindo que a presenca de estrogeno e fundamental
para a colonizagao vaginal por esse microrganismo.

Neste trabalho, a realizagdo de trés inoculagbes de C.
albicans, contendo 10® células/mL, conseguiu produzir colonizagao por C.
afbicans na cavidade bucal de ratas ovariectomizadas por 22 dias, porém
em menores quantidades do que o grupo controle, sugerindo que os
horménios ovarianos atuaram de maneira significativa na candidose
bucal.



7 CONCLUSOES

Através da andlise dos resuitados, concluiu-se gue :

a) a candidose experimental foi menos freqliente no
grupo ovariectomizado em relagéo ao controle;

b) a média do logaritmo do nimero das ufc/mt de C.
albicans recuperadas da cavidade bucal foi menor
no grupo ovariectomizado do que no controle, em
todos os pericdos de observagao.
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Anexo B - Constituigao dos meios de cultura utilizados neste trabalho

Meic de cultura quimicamente definido, utilizado para
prova de assimilagédo de carboidratos:

Sulfato de Amdnia (Reagen)........c..ccccooveiiiiiiciiieeen e, 5,0g
Fosfato de potassio basico (Merck).........cccccoveeeiricccienccienecceee 1.0g
Sulfato de Magnésio (Reagen)...........c.cccceeeceeeicieree e e, 0,5g
AGAE (DIfCOY....eeeveeeeteeeeeee e oo eeeeseaereeaneneeseesesensssrenes 20,0g
Aguadestilada.............ccoceiuioioriiceeeeee e 1000mL

O meio foi distribuido em volume de 20mbL em tubos de

ensaio e esterilizado por auteclavacao (121°C por 15 minutos).

Agar Sabouraud dextrose modificado, utilizado para
repique dos isolados de Candida e das cepas produtoras de toxinas kifler.

Peptona (DIfCo)......ococee e 10,09
GHCOSE (DIfCO). . et ra e ren e e e n e 20,0g
AQAE (DIfCO).... . eviereererieeiee et e e s s e sb b e e enesan 20,09
Aguadestilada..............ccovevivereieiiieeecee e 1000mL

O meio foi ajustado ao pH 7,0 £ 0,2 a 25°C, esterilizado
por autoclavagéo (121°C por 15 minutos) e distribuido em placas de petri

esterilizadas.
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Meio de cultura utilizado para verificagao do fator killer:

Peptona (DIfCO). ..o e ee e e e e e e e e e e nrae e 10,09
Dextrose (DifCO)...........ooceeei e e 20,0g
AGAF (DIfCO).....oiiee ettt e eee oo 20,09
Azulde MeltilenO..........c. vt FOUTO 30,0g
Tampao acido citrico-fosfato.........ceiiiiinii e 1000mL

O meio foi ajustado ao pH 4,5 + 0,2 a 25°C, distribuido em
volume de 20ml em tubos de ensaic e esterilizado por autoclavagéo
(121°C por 15 minutos).



Apéndice A - Valores de peso corporal das ratas pertencentes aos grupos controle e ovariectomizado

Tabela 4 - Pesos corporais (g) das ratas do grupo controle no dia da ovariectomia (peso inicial) e nos dias sete, 14 e 28

apbs essa cirurgia

Rata Peso inicial 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
1 260 269 275 288 284
2 246 254 251 262 265
3 234 235 239 251 257
4 236 241 252 254 258
5 250 251 258 267 274
6 222 237 234 249 254
7 241 247 248 254 258
8 259 260 272 286 291
8 219 235 228 241 250
10 243 253 256 277 281
11 210 217 229 238 243
12 276 276 283 291 301
13 259 266 267 282 288
14 274 284 292 297 305
15 253 260 260 272 276
16 231 230 235 245 255
17 235 252 256 267 265
18 229 244 244 257 270
19 241 246 250 258 265
20 244 259 255 273 281

Média £ DP 243,10 + 17,25 250,80 + 16,21 254,20 ¥17,36 265,45 + 17,38 271,06 +17,10

ogi



Tabela 5 - Pesos corporais (g) das ratas do grupo ovariectomizado no dia da ovariectomia (peso inicial) e nos dias sete,

14 e 28 apos essa cirurgia

Ratas Peso inicial 7 dias. 14 dias 21 dias 28 dias
1 265 263 292 302 321
2 242 249 276 289 - 312
3 225 229 253 265 274
4 244 248 265 275 289
5 238 242 254 264 278
6 271 277 312 318 333
7 237 242 269 275 291
8 253 242 272 284 298
g 287 296 323 332 355
10 266 256 275 287 308
11 275 272 278 294 309
12 277 263 279 309 321
13 256 255 269 289 309
14 251 248 273 288 302
15 277 276 297 314 330
16 235 239 260 282 2986
17 284 291 304 321 337
18 268 270 289 312 332
18 297 286 308 329 351

20 266 268 291 307 325

Media + DP 260,70 + 19,65 260,60 + 18,66 282,00+ 19,48 296,80 £ 20,31 313,55 + 22,47

LEL
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Apéndice B - Niveis plasmaticos de estradiol e progesterona das ratas dos

grupos controle e ovariectomizado

Tabela 6 - Concentragdes plasmaticas de estradiol (pg/mLl) das ratas dos
grupos controle e ovariectomizado

Ratas Controle Ovariectomizado

47.26 18,53
2 59,25 17,46
3 53,93 20,30
4 35,16 19,13
5 71,42 18,64
6 61,42 16,58
7 85,21 21,51
8 43,48 18,93

Média + DP 57,14 + 16,00 18,88 + 1,53
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Tabela 7 - Concentragdes plasmaticas de progesterona (ng/mL) das ratas
dos grupos controle € ovariectomizado

Ratas Controle Ovariectomizado
1 12,82 3,90
2 18,02 4,50
3 14,16 4,40
4 9,49 4,40
5 20,90 3,14
6 17,79 2,70
7 22,13 5,20
8 10,80 3,50

Média + DP 18,78 £ 4,64 3,96 + 0,81




Apéndice C - Dados obtidos na analise semi-quantitativa da colonizagdo do epitélio por Candida

Tabela 8- Escores medios obtidos na analise semi-quantitativa da colonizagéo do epitélio por Candida, realizada nos
grupos controle e ovariectomizado, em relagéo aos periodos de sacrificio de 6 horas, 24 horas e 7 dias ap6s

a inoculagao de C. albicans

Ratas 6 horas 24 horas 7 dias
Controle ‘Qvariectomizado Controle Ovariectomizado Controle Ovariectomizado
1 2,45 0,54 2,07 1,11 0,05 0,00
2 1,13 0,80 1,29 1,38 0,01 0,00
3 0,52 0,34 1,54 1,73 0,16 0,01
4 1,18 0,80 0,57 0,52 0,16 0,05
5] 0,73 0,20 0,98 0,36 0,14 0,14
6 1,00 0,59 1,59 0,16 0,05 0,25
7 1,46 0,45 0,77 0,54 0,00 0,00
8 0,14 0,36 1,39 0,23 0,17 0,00
9 0,23 0,00 0,39 1,02 0,00 0,00
10 0,14 0,07 0,16 0,32 0,00 0,053
Mediana 0,86 0,40 1,13 0,62 0,05 0,00

0] 45



Apéndice D - Dados obtidos na recuperagéo de C. albicans da cavidade bucal de ratas controles e ovariectomizadas

Tabela 9- Logaritmo do numerc das ufe/mL de C. albicans recuperadas da cavidade bucal de ratas controles apés a

inoculagédo desse microrganismo, nos diversos periodos de observagéo

Ratas Tempo apoés inoculagdo de C. albicans (dias)

n=10 1 2 5 7 22 37 52 67 82 97
1 4,72 3,87 4,43 1,84 3,00 1,30 1,30 0 0 -
2 4,65 4,82 4,47 3,53 3,47 1,47 2,20 2,23 0 0
3 5,19 4,87 4,39 1,54 1,39 1,00 2,07 0 0 -
4 4,70 4,28 4,88 2,17 3,64 0 2,43 0 -
5 4,49 4,24 4,48 1,54 1,38 0 0 - - -
6 5,21 3,88 5,03 3,43 1,77 1,84 0 0 - -
7 4,48 4,81 3,69 3,68 2,00 1,30 0 0 - -
8 4,42 3,94 4,11 1,90 1,87 1,95 0 0 - -
9 4,49 4,15 4,39 2,11 2,33 1,39 0 0 - -
10 4,43 3,96 3,78 1,87 3,79 1,17 0 0 - -

MédiatDP 46103 42+04 43204 23+08 24+09 11206 0810 02x0,7 0 0

il



Tabela 10- Logaritmo do nimero das ufe/mL de C. albicans recuperadas da cavidade bucal de ratas ovariectomizadas

apos a inoculacio desse microrganismo, nos diversos periodos de observagéo

Ratas Tempo apos inoculagao de C. albicans (dias
n=10 1 2 5 7 22 37 52
1 2,32 2,00 3,67 2,00 1,00 0 0
2 1,00 3,62 2,38 1,17 0 0 -
3 1,65 3,69 2,39 2,00 0 0 -
4 2,31 4,18 3,85 1,87 1,00 0 0
5 3,70 4,28 3,95 2,23 1,00 0 0
6 1,84 3,86 2,24 1,30 0 0 -
7 1,00 2,20 3,69 1,47 1,00 0 0
8 1,00 4,06 3,61 1,74 0 0 -
9 1,00 3,89 2,43 2,38 1,00 0 0
10 4,02 4,34 3,48 2,07 0 0 -
Média+DP 1,89+1,12 361083 332+068 182+039 0,50+0,52 0 0

chl
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ABSTRACT

The purpose of this work was to observe the development of candidosis and the
recovery of C. albicans from the oral cavity of control and ovariecfomized rats.
Hundred twenty-four rats originally negative for the Candida spp. in the oral cavity
were divided into two groups: control and ovariectomized. in each group, four rats
were used for tongue dorsum morphologic analysis by oplical microscope and
scanning electron microscope, and 58 rats received inocuiations of C. albicans
for the study of candidosis and recovery of yeasts. The development of
candidosis on the tongue dorsum was observed in optical microscope and
scanning electron microscope in the periods of six hours, 24 hours, seven days
and 15 days after the last inoculation. The recovery of C. albicans was performed
through oral samples collected at one, two, five, seven days and progressively at
each 15 days until negative cultures for the yeasts were obtained. The resuils
were stalistically analyzed by the t-student and Mann-Whitney tests. The tongue
dorsumn of the control and ovariectomized rals, not infected by Candida,
presented normal aspect. Among the infected rats, the ovariectomized group
showed less quantity of candidosis lesions in relation to control. The recovery of
C. albicans from the oral cavily of ovariectomized animals was lower in relation to
control in all periods of observation. It could be concluded that candidosis and
recovery of C. albicans in the oral cavily of rats were less frequent in the
ovariectomized group in refation to control.

Key-words: Candida albicans; candidiasis; rats; ovariectomy
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