Rev. Odont. UNESP, S3o Paulo
12(1/2):77-82, 1983.
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RESUMO: Os autores procuram estabelecer pardmetros para o diagndstico de ‘‘estomatite por dentadu-
ra’’ induzida por algumas espécies do género Candida. Utilizam, para isso, a técnica de imunofluorescéncia
indireta, cultura de saliva e bidpsia da lesdo. Observam que o isolamento de C. albicans é um achado quase
constante nestes casos e que a pesquisa de anticorpos especificos na saliva é importante para o diagnéstico da

doencga.
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INTRODUCAO

A candidiase crénica atrofica € um qua-
dro clinico freqiientemente observado na
mucosa bucal, sob proteses totais ou par-
ciais, caracterizado basicamente por eritema
assintomatico ou, raramente, acompanhado
de ardor?4.

Clinicamente, podemos classifica-la em
trés tipos: inflamacgao localizada, eritema di-
fuso e hiperplasia papilar inflamatérial. Em
alguns casos se observa queilite angular e
glossite associados a lesdao do palato.

O envolvimento de microrganismos do
género Candida tem sido relacionado ao
processo, a partir de 1936!8:25.4.2 n3o se des-
cartando, também, a influéncia da irritagdo
mecénical?.

OLSEN20 ¢ OLSEN & BIRKELAND?!
demonstraram que o fungo, quase sempre,

estava presente na superficie de encaixe da
dentadura e que dieta rica em carboidratos

poderia agravar ou mesmo iniciar um qua-
dro de estomatite.

O diagnoéstico das candidiases bucais
baseia-se em critério clinico, micologico e
anatomo-patologico®. Todavia, em certas
ocasides, €& dificil estabelecer o diagndstico
de estomatite causada por leveduras®, pois
esses microrganismos s3o habitantes nor-
mais da cavidade bucal humana$10:23,

Assim, numa tentativa de confirmar a
verdadeira etiologia da lesdo e de estabelecer
fundamentos para a conduta do profissional
diante de tais casos, nos propusemos a estu-
dar o assunto.

MATERIAL E METODOS

A populagdo estudada consistiu de 20
individuos divididos em dois grupos: grupo
“‘candidiase’’ e grupo controle. O grupo
““candidiase’’ constou de 10 mulheres e 2 ho-
mens, adultos, com quadro sugestivo de can-
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didiase cronica atrofica, enquanto que o gru-
po controle, de oito individuos, de ambos os
sexos, com dentes naturais e mucosa bucal
clinicamente normal. De ambos os grupos
foram colhidas amostras de 10 ml de sangue
e 5 a 10 ml de saliva total.

Cultura e identificagcdo de C. albicans

A cultura de C. albicans foi realizada
inicialmente com agar Sabouraud onde se
utilizou cloranfenicol e a identificagdo foi
baseada nos resultados das seguintes p.ovas:
1 — Observagdo microscopica do cresci-

mento obtido em agar Sabouraud e os
esfregacos corados pelo método de
Gram.

2 — Formagcio do tubo germinativo!©.

3 — Crescimento em caldo Sabouraud.

4 — Formacgido de clamidésporo em agar
farinha de milho com Tween 80.

5 — ZimogramalO.

6 — Auxonogramal2.

7 — Cultivo em lamina.

8 — Inoculagiio em camundongo!©.

Tratamento histologico

Em cinco pacientes com-quadro sugesti-
vo de candidiase crdnica atrofica foram to-
madas bidpsias incisionais do palato e os
cortes foram corados pela hematoxilina-
eosina e acido periodico de Schiff, para se
proceder a analise histologica.

Pesquisa de anticorpos no soro e na saliva

Para a pesquisa de anticorpos no soro e
na saliva, a reagdo escolhida foi a de imuno-
fluorescéncia indireta, utilizando como
antigeno a forma de levedura de C. albicans
fixada na lamina.

Diluigoes seriadas na razdo dois, foram
preparadas do soro e da saliva, em solugdo
salina normal. Cada uma dessas dilui¢des foi
colocada sobre o antigeno fixado na lamina
e incubada a 37°C, por 30 minutos, em ca-
mara umida. O excesso de soro e saliva fo-
ram removidos com PBS pH 7.2 e as ldminas
lavadas duas vezes na mesma solugdo por 20
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minutos e deixadas secar a temperatura am-
biente. )

Em seguida, com pipeta Pasteur, foi de-
positada sobre o esfregagco uma gota do con-
jugado de anti-y-humana marcada com iso-
tiocianato de. fluoresceina. Apds incubacido
em cadmara umida por 30 minutos, as lami-
nas foram lavadas duas vezes em PBS por 20
minutos. ApOs secar em temperatura am-
biente as laminas foram montadas com glice-
rina tamponada pH 8,5, e cobertas com
laminulas e examinadas em microscopio de
luz ultravioleta.

Os titulos do soro ¢ saliva foram expres-
sos como a reciproca da mais alta dilui¢do
que apresentava um halo fluorescente
amarelo-esverdeado continuo em torno do
blastosporo de Candida ou como uma linha
fluorescente continua em torno das pseudo-
hifas.

Para se testar a especificidade da reagdo
utilizaram-se testes de bloqueio modificado e
de absorcio.

RESULTADOS
Distribuicdo das lesées

Os individuos do grupo candidiase eram
todos portadores de protese total superior,
com excecdo de um caso de protese parcial
removivel. Apenas um destes pacientes apre-
sentava queixa relativa a lesdao (Quadro 1).

Cultura

Os Quadros 1 e 2 mostram, respectiva-
mente, os resultados da cultura no grupo
candidiase e as provas utilizadas para identi-
ficagao.

No grupo controle, apenas um paciente
era portador bucal de C. albicans, enquanto
nos demais a cultura resultou negativa.

Tratamento histologico

Os cortes corados pela hematoxilina-
eosina e o acido periodico de Schiff ndo re-
velaram a presenca do fungo. As biopsias
que analisamos ndo revelaram invasdo epite-
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QUADRO 1 — Distribui¢io dos individuos pertencentes ao grupo ‘‘candidiase’ segundo sexo, idade, tipo de leso,
queixa clinica e levedura isolada.

TIPO DE LESAO
Casos Sexo Idade Eritema Eritema Hiperplasia Queilite Queixa Levedura
Puntiforme Difuso P.I. Angular Clinica Isolada

1 JAS M 39 + —

2 ICGP F 50 —

3 MFG F 42 —

4 EOG M 39 + + .

5 EVS F 43 + C. albicans
6 ASQ F 33 + .

7 CGR F 34 + C. albicans
8 ICS F 26 + C. albicans
9 RT F 35 + C. albicans
10 MLS F 61 + C. albicans
11 MAM F 68 + + + C. tropicalis
12 FAP F 22

— cultura negativa para C. albicans

* no foi feita cultura

QUADRO 2 — Provas utilizadas na identificacdo das espécies do género Candida (baseado no esquema apresentado

por HUTNER & COOPER!9) para o grupo *‘candidiase’”.
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SEVS + -+ + o+ + + + -+ — + AG AG A - - +
7CGR + - + + o+ + + + - + - - + AG AG A - - +
8ICS + = + 4+ o+ + + + -+ — + AG AG A - - +
9RT + - + + + + + + - + - - + AG AG A - - +
IOMLS  + - + + 4 + + + - + - = + | AG AG A - - +
IIMAM  + 4% 4+ e _ + + + -+ - =+ AG AG AG-— - -
12 FAP +  +* + e + 4+ +  — + - - + AG AG AG - — -

* Pelicula fina com bolhas

** Raros
A = acido
AG= Acidoe Gas

*¢* Em todos os casos com les3o renal, a morte ocorreu em 1 semana.
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lial e se caracterizaram por um intenso infil-
trado inflamatorio do tipo cronico.

Imunofluorescéncia

Nos Quadros 3 e 4 sdo apresentados os
resultados da titulagio das amostras do soro
e da saliva.

QUADRO 3 — Titulo de anticorpos para C. albicans
no soro ¢ na saliva de pacientes do
grupo ‘‘candidiase’’.

CASOS Titulo de anticorpos para

C. albicans

SORO SALIVA
1 JAS 512 1
2 ICGP 128 —_
3 MFG 64 —
4 EOG 1024 ) .
5 EVS 1024 2
6 ASQ 128 —
7 CGR 512 4
8 ICS 128 4
9 RT 512 1
10 MLS 1024 2
11 MAM 1024 bl
12 FAP 256 4
— Negativo

Paciente recusou colheita de saliva
Paciente xerostdmico (material insuficiente)

»
-

QUADRO 4 — Titulo de anticorpos para C. albicans
no soro ¢ na saliva de pacientes do
grupo controle.

Titulo de anticorpos para

CASOS C. albicans
SORO SALIVA
2 LSSR 64 —
3 NI 16 —
4 HK 64 —
6 IF 32 —
7 MNS 128 —
8 SF 64 —
9 CSC 128 —_
10 JM 128 —
— Negativo
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A especificidade da reagdo foi controla-
da por reac¢des de bloqueio e absor¢ao, sen-
do que o teste de bloqueio resultou em extin-
¢ao total da fluorescéncia.

A absor¢do do soro com C. albicans,
grupo A e com C. tropicalis resultou em ex-
tingdo total da fiuorescéncia; fato nao cons-
tatado quando da absor¢do do soro com C.
stellatoidea. Isto sugere certa semelhanca en-
tre os componentes antigénicos das duas es-
pécies C. albicans, grupo A e C. tropicalis.

DISCUSSAO
Quadro clinico

A “‘candidiase cronica atrofica’’ é refe-
rida por alguns autores como mais freqiiente
em mulheres; parece-nos, entretanto, que es-
tes dados estejam relacionados com o fato de
pacientes do sexo feminino procurarem com
maior freqiiéncia a Clinica para tratamento
protético.

A lesdo do palato podera, em certos ca-
sos, estar condicionada a ma adaptacio da
protese, como foi verificado em dois dos
nossos pacientes.

De fato, BUDTZ-JORGENSEN &
BERTRAMS3 demonstraram que o tipo sim-
ples localizado de estomatite é causado basi-
camente por irritagdo mecanica.

Como verificou RITCHIE et alii 2* mui-
tos pacientes desconhecem que sao portado-
res da lesdo e nao relatam qualquer queixa.
De fato, apenas um dos nossos pacientes
apresentava queixa relacionada a lesdo.

Diversos trabalhos® 6 18, 24 relatam a
freqiiente coincidéncia entre ‘‘estomatite por
dentadura’’ e queilite angular. Todavia, so
encontramos dois casos de queilite angular
(18,2%) simultaneamente com lesdo de pala-
to e um caso de queilite angular sem qual-
quer outra lesdo.

Achados micolégicos e histologicos

CAHN foi o primeiro a mencionar a
possibilidade de que a estomatite por denta-
dura fosse induzida por espécies de
Candida?®.
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Varios pesquisadores#6:17.18,26 jso]a-
ram C. albicans de pacientes com estomatite
por dentadura.

Dos nossos pacientes com lesdes dos ti-
pos eritema difuso e granular (9 casos), iso-
lamos C. albicans em cinco (55%) e outras
leveduras do género Candida em dois casos
(22%).

Os achados histologicos, que encontra-
mos, concordam com os de outros
autores!!+13:22.24 que observaram altera¢des
semelhantes nos cortes que examinaram.

Resposta imunologica a C. albicans

Em todos-os nossos casos de ‘‘estomati-
te por dentadura’’, atribuidos a C. albicans,
anticorpos especificos estiveram sempre pre-
sentes na saliva. Em nenhum dos pacientes
controle, ou nos pacientes com inflamagio
localizada (atribuida a trauma), foi possivel
detectar anticorpos especificos para C.
albicans.

A nosso ver, a rea¢do de imunofluores-
céncia indireta na saliva é especialmente util
para diagnostico da doenga. Nos casos que
estudamos, apenas aqueles individuos com
lesao bucal e com cultura positiva para C.
albicans apresentavam anticorpos na saliva.

Se compararmos os resultados obtidos
na titulagdo das amostras de soro, observa-

remos que nao ha um limite nitido de separa-
¢do entre controles e individuos doentes. En-
contramos titulos de 32, 64 e 128 no grupo
controle, com cultura negativa para C.
albicans e num portador, com cultura positi-
va, um titulo de 128.

Resultados semelhantes foram encon-
trados por TASCHDJAN et ali?*> e DOLAN
& STRIED’, mas ndo por LEHNER!4:15:16,

CONCLUSOES

Os dados obtidos através da metodolo-
gia adotada nesta pesquisa fundamentam as
seguintes conclusdes: 1. Nos portadores de
proteses totais ou parciais, apenas 0s ¢asos
de eritema difuso e de hiperplasia papilar in-
flamatoéria devem ser considerados como
quadros de candidiase bucal; 2. Para o diag-
nostico da candidiase cronica atrofica é im-
portante incluir, nos exames de rotina, a pes-
quisa de anticorpos antiCandida na saliva; 3.
A especificidade da reagdo pode ser facil-
mente comprovada por reacdes de bloqueio
e absor¢do; 4. A reacdo de imunofluorescén-
cia sO foi positiva na saliva daqueles in-
dividuos com titulos séricos superiores a 128;
5. O exame histologico das biopsias da mu-
cosa palatina ndo mostraram invasio do epi-
télio pelo fungo.

UNTERKIRCHER, C.S. et alii — Atrophic chronic candidiasis. Investigation of specific antibodies in sera
and saliva. Rev. Odont. UNESP, S3o Paulo, 12(1/2):77-82, 1983.

ABSTRACT: The authors try to establish parameters for the diagnosis of denture stomatitis induced by
some species of the Candida genus. They use, for that purpose, the techniques of indiret immunofluorescence,
saliva culture and lesion biopsy. They notice that the isolation of the C. albicans is an almost constan finding
in these cases and that the detection of specific antibodies in the saliva is relevant for the diagnosis of the ill-

ness.

KEY-WORDS: Antibody; saliva; yest; denture stomatitis.
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