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VERIFICAÇÃO POR IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA
DA PRESENÇA DE ANTICORPOS NO SORO E NA

SALIVA DE HUMANOS DIRIGIDOS CONTRA Candida albicans

Luiz Antonio Guimarães CABRAL*

RESUMO: Soro e saliva de 20 indivíduos sãos e de 20 pacientes com diagnósticos vários, que não
"doença auto-imune", e apresentando sinais clínicos de candidíase bucal, foram investigados por imuno­
fluorescência indireta (1.1.) quanto à presença de anticorpos (Acs) dirigidos contra Candida albicans. Os títu­
los séricos dos indivíduos normais variavam entre 4 e 64 e apenas um caso apresentou positividade de título I
na saliva; nos pacientes com sinais clínicos de infecção bucal por Candida os títulos séricos, também todos
positivos, variaram entre 32 e 2048 e na saliva a positividade foi constante com titulos de 1 a 16. Em um ter­
ceiro grupo, constituído de 30 pacientes com "doença auto-imune" e tratamento imunossupressor, os títulos
séricos variavam de 32 a 2048 e os salivares de 1 a 8. Três pacientes com "doenças auto-imunes" sem o trata­
mento específico e sem sinais clínicos de infecção bucal por Candida tiveram os títulos séricos de 64, 8 e 8 e
negatividade na saliva. A pesquisa pela 1.1. das classes G, M, A, D e E das imunoglobulinas,nas amostras de
soro e saliva com concomitância de positividade de Acs contra C. albicans A, revelou a concorrência das
classes IgG, IgM, IgA e IgD no soro e na saliva, quando de sinais clínicos de candidíase bucal.

UNITERMOS: Candidíases; imunossupressão; imunof/uorescência; anticorpos séricos e salivares.

INTRODUÇÃO

NORRIS & RAWSON29 e WINNER39,
utilizando técnicas de aglutinação em tubo e
em placa, respectivamente, demonstraram a
presença de anticorpos (Acs) séricos contra
Candida albicans em cerca de 80 a 90070 de
indivíduos normais.

LEHNER22, por técnica de imunofluo­
rescência indireta (1.1.), verificou a presença
desses Acs na saliva paralelamente ao soro,
em indivíduos com ausência de C. albicans
na saliva, em portadores de Candida na sali­
va e pacientes com candidíase bucal.

Apesar de controvérsia da literatura em
relação à presença ou ausência dos Acs, cir­
culantes nas candidíases e o pequeno signifi­
cado das mesmas40, LOPES-MARTINEZ26
ressalta a importância destes Acs dirigidos
contra C. albicans, determinadas por técni-

cas entre as quais a 1.1., no diagnóstico da
infecção pelo fungo.

Pelo método da 1.1. comprova-se a ele­
vada incidência da candidíase sístêmica em
indivíduos hospitalizados sob terapêutica
com antibióticos, corticoesteróides e imu­
nossupressores, condições estas menciona­
das por LOPEZ-MARTINEZ26 e também
por outros autores7,ll,17

A infecção bucal por C. albicans em pa­
cientes sob as condições do parágrafo ante­
rior é relatada em vários tra­
balhos3,8,14,27,28, somando-se o fato de que
MARCUCCI27, constatou a maior freqüên­
cia do fungo na cavidade bucal de pacientes
com pênfigo foliáceo e tratados com corti­
coesteróides.

BUDTZ-JORGENSEN4, admite que o
aumento dos títulos dos Acs séricos, quando
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da infecção bucal por Candida, deve ser de­
vido à disseminação sistêmica do fungo.

Após padronizarmos a metodologia de
investigação por 1.1. dos Acs. no soro e na
saliva contra C. a/bicans, investigamos os
títulos dos mesmos em indivíduos sadios e
portadores de sinais clínicos de candidíase
bucal concomitante a várias enfermidades
terapêuticas, procurando ainda verificar as
classes das imunoglobulinas (lgs) envolvi­
das; objetivando, destarte, uma análise mais
exata e imunologia sérica e salivar do orga­
nismo sob doenças consideradas como
"auto-imunes" e na vigência de terapêutica
específica.

MATERIAL E MÉTODOS

Na identificação pela técnica da 1.1. dos
Acs. dirigidos contra C. a/bicans no soro e
na saliva, foi utilizado anti-soro de coelho
resultante da imunização do mesmo com as
frações gamaglobulínicas de soro humano e
de "pool" tetraconcentrado de salivas hu­
manas totais de pacientes sadios, frações es­
tas separadas por precipitação com sulfato
de amônia5 . Após esquema de imunização,

FIO. 1 - Fotografia de placa onde se processou a duo
pia difusão em agarose: X - Antisoro obtido
em coelho. A - Fração gamalglobulínica ob­
tida de saliva humana, B - Saliva humana
total, C - Fração gamaglobulínica de soro
humanos e D - Soro humano total.
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do anti-soro induzido no coelho, foi separa­
da a fração gamaglobulínica pelo método
anterior, a qual, semelhante aos resultados
de ELLISON et a/ii 9 e LEACH et alii 21, pe­
lo teste de precipitação em placa, mostrou
especificidade contra as gamaglobulinas
contidas no soro e na saliva total de huma­
nos (Fig. 1) e foi conjugada com isotiocia a­
to de fluoresceína.

Amostras de saliva total no volume de
10,0 mI, obtida sem estímulo, e soro contido
no volume de 10,0 mI de sangue fora colhi·
das de quatro grupo de indivíduo :

I. o Grupo: 20 indivíduos adultos, sãos, vo­
luntários, 7 do sexo masculino,
e 13 do se o feminino, não
apresentando sinais clínicos de
candidíase bucal.

2. o Grupo: 20 indivíduos adultos, voluntá­
rios de enfermarias hospitala­
res, com diagnóstico que não
de doenças tidas como "auto­
imunes" e terapêuticas várias
sem concorrências de corticoes­
teróides ou imunossupressores,
8 do sexo masculino e 12 do se­
xo feminino, todos apresentan·
do sinais clínicos de candidíase
bucal.

3. o Grupo: 30 pacientes adultos, voluntá­
rios de enfermarias hospitala­
res, com diagnóstico de "doen·
ças auto-imunes" e terapêutica
imunossupressora, 3 do sexo
masculino e 27 do sexo femini­
no, salientando-se o fato que
10 destes apresentavam sinais
clínicos de candidíase bucal.

4. o Grupo: 3 indivíduos adultos, voluntá­
rios, acometidos por "doenças
auto-imunes", isentos de tera­
pêutica, todos do sexo femini­
no e sem sinais clínicos de in­
fecção bucal por Candida.

Lâminas para m'croscopia foram prepa­
radas com extensões de Candida albicans A,
fixadas pelo calor e delimitadas em 14 com­
partimentos, empregando- e esmalte para
unhas. pós o que, soro e aliva, em dilui-
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ções progressivas de 1:1 a 1:4096, foram in­
cubadas, individualmente, sobre os referidos
compartimentos durante 60 minutos, à
37°C, em câmara úmida.

Terminada a incubação descrita no pará­
grafo anterior, as referidas lâminas eram la­
vadas em solução salina tamponada, para
depois receberem o antissoro de coelho con­
jugado, e prosseguia-se nova incubação nos
parâmetros da primeira.

Os títulos dos anticorpos presentes no so­
ro e na saliva foram dados pelas diluições
máximas nas quais a fluorescência era nítida
em relação à morfologia do fungo (Figs. 2 e
3). As amostras de soro e de saliva, que mos­
'traram concomitância de positividade foram
pesquisadas, também pela I.I., frente a an­
tissoros classe específicos· contra as classes
G,M,A,D e E das imunoglobulinas.

RESULTADOS

Nos indivíduos do 1. ° grupo as amos­
tras de soro, todas positivas, variaram o títu­
lo entre 4 e 32; enquanto as amostras de sali­
va, com exceção de um único caso com título
1, todas mostraram-se negativas.

Nos pacientes portadores de candidíase
bucal diagnosticada clinicamente, as amos­
tras de soro, todas positivas, revelaram títu­
los entre 32 e 2048. Quanto as amostras de
saliva, todas mostraram positividade com
títulos entre 1 e 16.

Nos pacientes com doenças rotuladas co­
mo "auto-imunes" e submetidas à terapêuti­
/ca imunossupressora, as amostras de soro re­
velaram positividade constante, variando os
títulos de 32 a 2048. Em 20 casos as amostras
de saliva revelaram positividade (títulos de 1
a 8), estando nelas relacionadas 9 pacientes
com sinais clínicos de candidíase bucal; po­
rém nas 10 amostras negativas estava inse­
rido um paciente com os sinais clínicos de
micose.

Nos 3 pacientes de 4. o grupo as· amostras
de soro foram positivas com títulos de 64, 8 e
8, enquanto que para as amostras de saliva
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não foi revelado um único caso de positivi­
dade.

A pesquisa com os antissoros classe es­
pecífica revelou positividade para as classes
G,M, A e D das imunoglobulinas, quer no
grupo de pacientes com os sinais clínicos da
infecção sem o acometimento de doença
"auto-imune" ou terapia imunossupressora,
quer para o grupo de pacientes acometidos
por doenças "auto-imune" na concomitân­
cia da terapêutica imunossupressora. Ne­
nhum dos experimentos revelou presença de
IgE.

DISCUSSÃO

LEHNER22,23 destacou, em seus traba­
lhos, que em pacientes com infecção bucal
por C. albicans os Acs contra o fungo apre­
sentavam títulos acima de 512 no soro e 8 na
saliva.

LILIENTHALL25 e WILLIAM-
SON36,37 demonstraram que as variações do
número de colônias de C. albicans, na saliva
de indivíduos sem a infecção, era notada nas
diferentes horas do dia, como pela manhã,
após refeições e escovações; podendo ainda
a presença ser negativada quando a saliva,
era colhida por dias seguidos.

ROSEBURy31 define como "anfibiose"
(termo entre a simbiose e antibiose) ao
equilíbrio biológico que se estabelece entre o
hospedeiro e os microrganismos que este al­
berga, criando condições de saprofitismo pa­
ra determinados germes como a Candida.
FONSECA10 ressalta que os fatores de or­
dem sistêmica ou local, bem como a associa­
ção de ambos, causando modificações no
hospedeiro ou na flora favorecem o parasi­
tismo ocasional da Candida redundando in­
fecção dita endógena.

Como substrato antigênico foi utilizada
Candida albicans do sorotipo A devido a
maior virulência da espécie 38, relacionada
com a capacidade de transformação micelia­
na nos tecidos 13 e pelas características anti­
gênicas do sorotipo que englobam as do so­
rotipo BIS, 32.
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FIG.2 - Fotomicrografia em aumento de 800x mostrando padrão positivo, notar a morfologia definida da Candida
albicans dada pela homogeneicidade de fluorescência mais intensa na membrana.

FIG.3 - Fotomicrografia em aumento de 800x mostrando o padrão negativo caracterizado pela perda total da mor­
fologia da Candida albicans, da qual aparecem apenas resquicios fluorescentes sem expressão.
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Os Acs séricos contra C. albicans, pre­
sentes em indivíduos sem sinais clínicos de
infecção e também relatados por
LEHNER 22, 23, pareceu-nos advindo da ca­
racterística de comensalismo transitório do
fungo na cavidade bucal e gell.itálias, o qual,
quando presente, estimularia células imuno­
competentes provocando o aparecimento
dos anticorpos circulantes, fato admitido
por BUDTZ-JORGENSEN 4.

Apesar de KRAUS 18 KRAUS & KON­
NO 19 presumirem que os Acs presentes na
saliva proviessem do soro, KRAUS & SIRI­
SINHA 20 e CLAMAN et alii 6 não conse­
guiram demonstrar o aumento específico das
classes das Igs no soro e na saliva.

HURLIMANN 16 admite que as Igs,
presentes na saliva, podem ter três origens:
1) plasmática, 2) sintetizadas nos plasmóci­
tos do intersticio glandular e 3) ambas as ori­
gens anteriores; sendo da responsabilidade
do componente de secreção, ou peça de
transporte, as transferências específicas da
IgA e IgM. Fato confirmado por BRANDT­
ZAEG 2, quando o autor verifica quantida­
des apreciáveis de IgG no interstício glandu­
lar e em plasmócitos próximos das glândulas
salivares e estando esta Ig em baixa concen­
tração na saliva total.

Frente às considerações anteriores e aos
resultados obtidos nos dois primeiros grupos
do experimento, fica patente a afirmação de
LEHNER 24 quanto ao grande valor atri­
buído à 1.1., utilizando-se soro e saliva, no
diagnóstico das alterações bucais atribuídas
à Candida.

Analisando os resultados do terceiro
grupo, questiona-se o comentário de RIP­
PON 30 afirmando que usualmente não es­
tão presentes Acs. circulantes contra Candi­
da, quando pacientes são submetidos a trata­
mento onde concorram imunodepressores
ou corticoesteróides; fazendo válida a con­
clusão de THONARD 34 que estes Acs de­
correm de populações de células imunocom­
petentes resistentes aos imunossupressores,
principalmente esteróides, presentes próxi­
mas à infecção. FUNDENBERGER et alii 12

relaciona esta resistência à menor quantida-

de de receptores aos esteróides presentes na
membrana de determinados linfócitos.

No caso, do único indivíduo do terceiro
grupo, que apesar dos sinais clínicos de can­
didíase bucal não se detectam Acs na saliva,
podemos atribuir o evento, ao efeito imu­
nossupressor ou considerarmos as semelhan­
ças clínicas das infecções bucais produzidas
por Candida e por Lactobacilos 35.

Apesar de BRANDTZAEG I, por mé­
todo de dupla difusão, não ter detectado IgD
e IgE em saliva parotídea, nós, com a utiliza­
ção de saliva total e técnica de 1.1. verifica­
mos a presença da IgD na saliva de pacientes
acometidos por candidíasebucal, semelhan­
te aos resultados de TERRANOVA et alii 33
quando da pesquisa das Igs salivares, por
imunodifusão radial, em pacientes com pro­
cessos infecciosos de origem odontogênica.

CONCLUSÕES
A infecção bucal por Candida é acom­

panhada de títulos séricos apreciáveis de Acs
específicos; a infecção bucal por Candida é
acompanhada de Acs específicos salivares
em títulos baixos; em indivíduos sem sinais
clínicos de infecção bucal por Candida po­
dem ser detectados Acs contra o fungo em
títulos baixos no sangue; não há relação en­
tre os títulos séricos e os títulos salivares das
Acs contra Candida na vigência de infecção;
a utilização da técnica de I. I. mostra-se de
importância para o diagnóstico das can­
didíases bucais; pacientes com doenças au­
toimunes e imunodeprimidos, que apresen­
tam candidíase bucal, não mostram diferen­
ças entre os títulos séricos e salivares dos Acs
específicos, quando comparados aos pacien­
tes acometidos de candidíase bucal sem por­
tarem doenças autoimunes ou estarem sob
imunossupressão; os títulos séricos dos Acs
anti Candida dos indivíduos sãos
assemelham-se aos dos pacientes com
"doença autoimune" na vigência ou ausên­
cia de terapêutica específica quando os mes­
mos não apresentam sinais clínicos de can­
didíase bucal; pela técnica da 1.1. pode-se
apreciar a presença das classes G, M, A e D
das Igs no soro e na saliva, quando de infec­
ção bucal por Candida.
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CABRAL, L.A.G. - Verification by indirect immunofluorescence of the presence of antibodies in human
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ABSTRACT: Serum and saliva of20 healthy persons and of20 patients with various diseases, not "au­
toimmune diseases", and showing buccal signals of candidiasis were investigated by indirect immunofluores­
cence (l.I.) as for the presence ofantibodies (Abs) against Candida albicans A. The seric tit1es ofhealthy per­
sons had a variation between 4 and 64 and only had presence of that Abs in saliva, with a title of I; in the pa­
tients with buccal signals of candidiasis the seric titles, also positives, floated from 32 to 2048 and in saliva
the positiveness was constant with titles of I to 16. ln a third group, constituted of 30 patients with "autom­
mune diseases" and submitted to immunossupressive treatment, the seric titles were between 32 to 2048, whi­
le in saliva, 1 to 8. Three patients with "autoimmune diseases" without any treatment and presenting clinical
signals of Candida infection, showed seric titles of 64, 8 and 8, and Abs were not detected in saliva. The ín­
vestigation by 1.1. of G,M,A,D, and E of the immunoglobulins classes, in the samples of serum and saliva,
which presented concomitance ofpositivity ofAbs against C.albicans A, showed the concurrence of the IgG,
IgM, IgA and IgD ín serum and saliva, in the presence of buccal signals of candidiasis.

KEY- WORDS: Candidiasis; immunossuppression; immunofluorescence seric and salívary antíbodies.
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