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Resumo: Alteragdes relacionadas as funcdes das glandulas salivares, uso de préteses dentdrias,
descuido na higiene bucal e ainda modifica¢des funcionais no sistema imunoldgico, propiciam na
populagdo idosa uma maior tendéncia a doencas bucais. Dentre essas, evidencia-se a candidose,
causada por leveduras do género Candida. Neste trabalho, quantificou-se e comparou-se a
freqiiéncia de Candida spp. na saliva de 27 individuos idosos, com idade acima de 65 anos, e
30 individuos adultos-jovens, com idade entre 19 e 27 anos, todos clinicamente sauddveis. As
amostras de saliva coletadas foram rapidamente semeadas em dgar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol para o isolamento e contagem de unidades formadoras de coldnias de Candida spp.
por mL (ufc.mL"). Também foram analisados os niveis de IgA anti-Candida e IgA totais salivares,
por ELISA. Observou-se que 63% das amostras do grupo de idosos apresentaram crescimento
de Candida, enquanto que somente 26,6% das amostras do grupo adulto-jovem foram positivas
para o crescimento dessa levedura. Os valores médios de ufc.mL' de Candida encontravam-se
estatisticamente superiores nos idosos. Também se observou que nesse grupo os niveis de IgA
anti-Candida encontravam-se superiores quando comparados ao grupo adulto-jovem, porém essa
diferenca ndo foi estatisticamente significante. Nao foram encontradas diferencas nos niveis de
IgA salivares totais entre os grupos estudados. Os resultados confirmaram a freqiiéncia aumentada
de Candida spp. na cavidade bucal dos idosos, embora diferencas estatisticamente significantes na
resposta secretdria total e especifica para este microrganismo nio tenham sido observadas.
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Abstract: Alterations related to the functions of the salivary glands, dentures wear, carelessness
in oral hygiene and functional changes in the immune system provide the elderly population
grater tendency to oral diseases. Among these, candidosis is the most frequent, caused by yeasts
of Candida genus. This work quantified and compared the frequency of Candida spp. in the saliva
of 27 elderly people, aged above 65 years, and 30 young people, aged between 19 and 27 years,
all clinically healthy. The collected saliva samples were plated in agar Sabouraud dextrose with
cloranphenicol, for the isolation and counting of colonies formation units of Candida spp per mL
(cfu.mL™). It was also analyzed the levels of IgA anti-Candida and total salivary IgA, by ELISA.
It was observed that 63% of samples of the elderly group showed the presence of Candida, while
only 26.6% of the samples of the young group were positive for the growth of this yeast. The
average values of cfu.mL™" of Candida were statistically higher in the elderly group. It also noted
that this group had levels of IgA anti-Candida higher when compared with the young group, but
this difference was not statistically significant. There were no differences in levels of total salivary
IgA between the groups. The results confirmed the increased frequency of Candida spp. in the oral
cavity of the elderly, although statistically significant differences in total and specific secretory
response against this microorganism have not been observed.
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Introducao

A saude bucal da populagao idosa brasileira encontra-se
numa situacao precdria, sendo evidenciada muitas vezes pelo
grande niimero de individuos edéntulos'~.

Alteracdes nas relagdes sociais, ma nutri¢do, descuidos
relacionados a higiene bucal, entre outros fatores, propiciam,
em pessoas de idade mais avancada, uma maior tendéncia
as neoplasias e outras doengas bucais>>.

O envelhecimento também pode ocasionar uma disfun-
¢do do sistema imunolégico, o que aumenta a susceptibilida-
de a doengas infecciosas®. Verificou-se que a saliva de idosos
apresenta menor eficiéncia na eliminagio de patégenos’ e
uma menor concentracdo de imunoglobulinas A (IgA)8. IgA
¢ a principal classe de anticorpo encontrada nas secre¢des
presentes na superficie das mucosas, agindo como uma
importante primeira linha de defesa’.

Dentre as doengas bucais em idosos, a candidose € a
mais freqiiente®. As leveduras do género Candida podem
fazer parte da microbiota bucal residente de individuos sau-
déveis, porém em determinadas situagdes especificas, como
em casos de uso de préteses, xerostomia, ou deficiéncias
ou disfuncdes da imunidade, podem tornar-se patogénicas,
causando candidose'®.

Resultados controversos sobre correlacdo de Candida
e niveis de IgA anti-Candida tém sido relatados. Holmes
et al.!! observaram que individuos que apresentavam niveis
baixos de IgA especifica para C. albicans tinham maior
aderéncia de leveduras as células epiteliais, enquanto os in-
dividuos que mostravam niveis maiores de IgA anti-Candida
apresentavam uma menor aderéncia, demonstrando um papel
protetor desses anticorpos. Jd Jeganathan et al.'? observaram
que pacientes com candidose apresentavam niveis de IgA
anti-Candida significativamente aumentados quando com-
parados com o grupo controle, sem candidose.

Com o crescente aumento da expectativa de vida, os
problemas geridtricos passam a assumir cada vez mais
importancia, daf a necessidade de se estudar as infecgdes
mais freqiientes nessa populacdo, bem como sua resposta
imunolégica.

Neste trabalho, foi investigada a freqii€ncia de Candida
spp. em idosos e adultos, bem como a resposta imunoldgica
secretdria anti-Candida nestes individuos.

Material e método

Populagédo estudada

Foram selecionados para constituirem o grupo de ido-
sos 27 individuos (13 do gé€nero masculino e 14 do género
feminino) com idade acima de 65 anos, institucionalizados,
em condi¢des de responderem por seus atos, considerados
clinicamente sauddveis por suas institui¢des. Para o grupo
de adultos-jovens foram selecionados 30 individuos (15
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de cada género), com idade entre 19 e 27 anos, também
clinicamente saudéveis. Foram excluidos da pesquisa os
individuos fumantes, usudarios de préteses ou aparelhos
ortoddnticos, em reposi¢do hormonal, e que tenham feito
uso de antibidticos nos ultimos trés meses. Os individuos
estudados foram esclarecidos sobre o objetivo e os procedi-
mentos do estudo em questdo e, por fim, assinaram o termo
de livre consentimento. O trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica da Universidade de Taubaté no dia 08/10/2004 sob
o protocolo n°® 391/04.

Coleta das amostras

Foram coletados aproximadamente 2 mL de saliva, sem
estimulacdo prévia, de cada individuo, em coletores descar-
taveis e estéreis. Parte da saliva foi imediatamente utilizada
para andlise microbioldgica, e 1 mL do volume desta saliva
foi transferido para frascos contendo inibidores de proteases
(fluoreto de fenilmetilsulfonil) e conservante (azida sddica),
para posterior andlise imunolégica. Estas amostras foram
conservadas a =20 °C até o momento do uso.

Isolamento de leveduras do género Candida

As amostras de saliva puras e as diluidas (1/10) em so-
lucdo fisiologica (NaCl 0,9%) foram semeadas em duplicata
em placas contendo dgar Sabouraud dextrose (Difco) com
cloranfenicol (Quimicetina Succinato/ Carlo Erba, 10 puL
por mL de meio). Apés a semeadura, as placas foram
incubadas a 37 °C por 48 horas e, depois desse periodo,
permaneceram em temperatura ambiente por mais 5 dias.
Foi observado o crescimento de coldnias caracteristicas do
género Candida: brancas, cremosas, lisas, regulares e conve-
xas, com aspecto de porcelana. Embora raramente isoladas
da cavidade bucal, foram excluidas as col6nias com pig-
mentos alaranjados, caracteristicas do género Rhodotorula;
mucdides, caracteristicas do género Cryptococcus, ou de
coloracdo creme e morfologia codnica, caracteristicas de
Saccharomyces cerevisiae. As coldnias foram contadas,
utilizando-se as placas que continham de 30 a 300 coldnias,
e confirmadas com a confecgdo de esfregagos corados por
técnica de coloracdo Gram.

Andlise de anticorpos

Preparo do antigeno de Candida

O antigeno foi preparado de acordo com Koga's.
Amostras das colonias de leveduras isoladas dos pacientes
estudados foram adicionadas em tubos contendo 3 mL de
dgua bidestilada, até a obtencdo de uma suspensio compa-
rada a escala 10 de MacFarland. A esta suspensido foram
adicionados 50 pL de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF).
Os tubos foram agitados rigorosamente por 1 minuto no
vortex para que os antigenos de parede fossem liberados. A
seguir, acrescentaram-se mais 50 UL de PMSF e agitaram-se
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novamente os tubos por um minuto. Depois disso, os tubos
foram centrifugados e o sobrenadante, correspondente aos
antigenos de parede das leveduras, foi usado para sensi-
bilizar as placas de ELISA (Microplaca ELISA PS “U”
96 cav.).

Andlise dos anticorpos anti-Candida pelo método ELISA

Para anélise dos anticorpos, utilizou-se o ensaio enzima-
tico ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).

Placas de poliestireno com 96 orificios foram sensibiliza-
das com 50 pL do antigeno de parede de Candida albicans.
Para serem usadas, as placas foram lavadas com PBS e os
sitios livres da placa de poliestireno, bloqueados com 0,5%
de gelatina (PBS-G) por 45 minutos a 37 °C. Apds esse
periodo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,1%
de Tween-20 (PBS-T).

As amostras de saliva foram diluidas 1/20 em PBS-T-G
e adicionadas em duplicata nos orificios das placas. Estas
foram incubadas por 2 horas a 37 °C e, ap6s lavagem com
PBS-T, colocou-se o conjugado (anti-IgA marcada com
peroxidase (Zymed) em PBS-T-G). As placas foram incu-
badas por uma hora e, apds lavagem abundante com PBS-T,
colocaram-se 100 UL do substrato ortofenilenodiamino
(OPD-Sigma): 6 mg em 12 mL de tampdo citrato-acido
citrico 0,1 M, pH 5,5 ¢ H,0, a 30%. A reagio foi desen-
volvida por 4 minutos, a temperatura ambiente e imedia-
tamente bloqueada com 4cido sulftrico 1N. As densidades
opticas (D.O.) foram lidas no leitor de ELISA (Lasbsystems
Multiskan MS) no comprimento de onda de 490 nm.

Andlise de imunoglobulinas totais (IgA) na saliva

Placas de poliestireno com 96 orificios foram sensibili-
zadas com 5 mg/mL de anticorpos anti-IgA. As placas foram
incubadas por 2 horas, a temperatura de 37 °C e, conservadas
a 0 °C até o momento do uso.

A partir dai, realizou-se a técnica ELISA descrita an-
teriormente.

Andlise estatistica

Os niveis de imunoglobulinas salivares totais e anti-
Candida, e as unidades formadoras de col6nias (ufc.mL™") de
ambos os grupos estudados foram comparados utilizando-se
a andlise de variancia ANOVA, teste T ndo pareado.

Resultado

Andlise microbioldgica

A idade média do grupo idoso era de 71,81 anos e des-
vio padrdo de 4,55. A do grupo adulto-jovem, de 22,03 e
desvio padrdo de 1,9. Observou-se que, dos 27 individuos
analisados do grupo de idosos, 17 (63%) apresentaram
crescimento de leveduras do género Candida; e, no grupo
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de adultos, das 30 amostras de saliva analisadas, 8 (26,6%)
apresentaram positividade.

Ap6s a contagem de ufc.mL™! de Candida nas amostras
positivas para o crescimento dessa levedura, foi observado
que o grupo de idosos apresentava contagens estatisticamen-
te superiores, com valor de p = 0,047 (Tabela 1).

Andlise imunologica

Observou-se que as amostras de saliva do grupo de
idosos apresentaram niveis de anticorpos IgA anti-Candida
superiores aos do grupo de adultos, no entanto esta diferenca
nao mostrou-se estatisticamente significante. A média dos
valores de densidade 6ptica (D.O.) obtidos encontra-se na
Figura 1.

Na andlise dos niveis de IgA salivares totais, também ndo
se observou diferenga estatisticamente significante entre os
grupos estudados (Figura 2).

Discussao

Alteragoes na cavidade bucal ou disfunc¢des decorren-
tes de doengas sist€micas podem levar a um desequilibrio
biolégico entre microrganismos bucais e o hospedeiro,
acarretando o desenvolvimento de quadros infecciosos. O
género Candida ¢ comumente encontrado em individuos
saudaveis, sendo principalmente evidenciado na cavidade
bucal'*'>. Jorge et al.'® estudaram a presenga de levedura do

Tabela 1. Média e desvio-padrdo das contagens de ufc.mL™' de
Candida na saliva dos grupos de idosos e adultos-jovens

Grupo de Grupo de adultos-
idosos jovens
Média de 1.129,4 183,75
ufc.mL™!
Desvio padrdo 1.510,07 220,22

_T_ Média + erro padrio
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~
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Idosos 1/20

Adultos 1/20

Figura 1. Médias e desvio-padrdo dos valores de densidade 6p-
tica correspondentes aos niveis de IgA anti-Candida na saliva de
idosos e adultos.
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T~ Média * erro padrdo
O Média

0,58

0,56
0,54
0,52
0,50

0,48

D.O/IgA total

0,46

0,44

0,42

Idosos 1/20 Adultos 1/20

Figura 2. Médias e desvio-padrdo dos valores de densidade 6p-
tica correspondentes aos niveis de IgA totais na saliva de idosos
e adultos.

género Candida em 570 individuos sauddveis, sem fatores
predisponentes, e encontraram uma positividade de 37,38 %.
O envelhecimento, a baixa imunidade, o uso continuo de
préteses, a ma higiene bucal, dentre outros fatores, dese-
quilibram a relagdo Candida — hospedeiro, favorecendo o
desenvolvimento de candidose!>®.

Neste trabalho, avaliou-se e comparou-se a prevaléncia
de Candida spp. em individuos idosos e adultos-jovens,
saudaveis. Foi observado que 63% dos idosos apresentavam
Candida spp. em sua cavidade bucal e que apenas 26,6%
dos adultos eram portadores desse microrganismo, eviden-
ciando uma maior prevaléncia dessa levedura no primeiro
grupo citado. Também, a média das contagens de ufc.mL™!
de Candida do grupo de idosos foi estatisticamente superior
amédia do grupo adulto-jovem, demonstrando que, quando
presente, Candida apresenta-se em maior quantidade nos
individuos idosos. Nao foi realizada a identificagdo das
espécies do género Candida, uma vez que a intengdo do
estudo era apenas observar a prevaléncia do género, como
um todo. No entanto, vérios estudos tém demonstrado que
a espécie mais freqiientemente isolada, tanto em pacientes
sauddveis quanto em pacientes com fatores predisponentes, €
C. albicans'*'*1, sendo essa espécie também mais freqiien-
temente relacionada com os eventos patoldgicos.

Como ja mencionado anteriormente, varios fatores po-
dem favorecer a colonizacio e o crescimento de Candida
na cavidade bucal. Por isso, neste estudo, procurou-se
homogeneizar os individuos estudados selecionando os
sauddveis, com uma boa higiene bucal, que ndo fossem
fumantes, que nio fizessem uso de préteses dentdrias re-
moviveis ou aparelhos ortodonticos, e que ndo fizessem
uso de antibidticos ou hormonios. Dessa forma pdde-se
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descartar a influéncia de varios fatores predisponentes,
para que os fatores idade e imunidade pudessem ser mais
bem avaliados.

Analisou-se a resposta imunolégica secretéria para
Candida e observou-se que os idosos apresentavam niveis
de IgA anti-Candida maiores que os adultos-jovens. No
entanto, estes valores nao apresentaram significincia esta-
tistica. Os niveis maiores de IgA anti-Candida encontrados
nos idosos provavelmente se devem a estimulos antigé-
nicos aumentados, ja que esses individuos apresentavam
maior quantidade de Candida em sua cavidade bucal e,
conseqiientemente, maior sintese de imunoglobulinas IgA
nessa mucosa. Embora o envelhecimento possa levar a
imunodeficiéncias, aparentemente este fato nao interferiu
na resposta anti-Candida. Evento semelhante foi relatado
por Coogan et al.'”, que observaram que as concentragdes
e as taxas de secrecdo de IgA salivares anti-Candida
estavam mais elevadas em individuos com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, também mais predispostos ao
desenvolvimento de candidose bucal, quando comparados
aos individuos sauddveis.

Em nosso trabalho, foi possivel observar que nos grupos
estudados os niveis de IgA totais estavam semelhantes. Tam-
bém Bezerra-Coelho'® néo encontrou diferenca significativa
entre os niveis de IgA de idosos e adultos. Cole et al.'?,
estudando as médias de IgA total de idosos e criangas,
observaram que o grupo idoso apresentou niveis de IgA de
35,1+ 18,6 mg.dL", comparaveis aos de individuos adultos-
jovens sauddveis, que variam de 20 a 40 mg.10 dL'%!. J4
Miletic et al.8, estudando 48 individuos, agrupados como
jovens e idosos, observaram que os niveis de IgA foram
significativamente menores no grupo idoso. Portanto, em-
bora a redug@o de muitos parametros imunoldgicos venha
sendo freqiientemente observada na populagdo idosa, a
imunidade humoral parece manter-se preservada, ainda que
0s anticorpos possam apresentar uma menor especificidade
e afinidade®.

Quando presente, a diminuicdo da eficiéncia da resposta
imunolégica ndo € a tinica conseqiiéncia do envelhecimento.
A somatdria de todas as alteragdes faz dos individuos idosos,
pessoas extremamente sensiveis a infecgdes e, portanto, que
necessitam de aten¢des e cuidados especiais.

Conclusao

* Os individuos do grupo de idosos apresentaram maior
prevaléncia e contagens de ufc.mL™! de Candida quan-
do comparados ao grupo de adultos-jovens;

* O grupo de idosos apresentou niveis de IgA total
salivar semelhante ao do grupo de adultos-jovens;

¢ O grupo de idosos apresentou niveis de IgA anti-Can-
dida superiores ao do grupo adulto-jovem, entretanto,
essa diferenca nio foi estatisticamente significante.
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