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Resumo

Introdugio: Prdteses mucossuportadas sdo consideradas facilitadoras, em potencial, da estomatite protética
(EP), condigdo caracterizada pelo aspecto eritematoso, difuso ou pontilhado da mucosa palatina sob a base das
proteses. A etiologia da doenga é multifatorial, embora a infec¢do por Candida seja uma causa bastante comum.
Objetivo: Relacionar a EP com a presenca de Candida, identificar as espécies de Candida mais prevalentes, a partir
do meio CHROMagar Candida®, e caracterizar o perfil de sensibilidade das colonias ao miconazol e a terapia
fotodinamica (TFD). Material e método: A amostra foi constituida por 45 usudrios de protese total, sendo 30 com
diagndstico clinico de EP e 15 sem a doenga. Realizou-se raspagem com swab da mucosa palatina e das proteses, e
as amostras foram semeadas em CHROMagar Candida®, para identificagdo de espécies de C. albicans, C. krusei e C.
tropicalis. Apés incubagio e leitura das placas, as colonias foram reisoladas em Agar Sabouraud, para caracterizagio
da sensibilidade ao miconazol e a TFD. Resultado: Espécies de Candida estiveram presentes em 53,33% das amostras
dos pacientes com EP e em 6,67% das amostras dos pacientes sem EP, considerando-se o total de amostras de
mucosa (p=0,008) e préteses (p=0,001). As espécies mais prevalentes foram C. albicans (36,67% e 53,33%), seguida
de C. tropicalis (13,33% e 16,67%) e C. krusei (13,33% e 6,67%), em mucosa e protese, respectivamente. As amostras
mostraram maior sensibilidade ao miconazol que a TFD (p<0,0001). Conclusdo: Existiu uma associa¢do entre a
presenca de Candida e EP, sendo C. albicans a espécie mais prevalente. Miconazol proveu melhores resultados na
eliminagao in vitro de colonias de Candida quando comparado a TFD.

Descritores: Prétese dentdria; estomatite; Candida.

Abstract

Introduction: Denture stomatitis (DS) is a common oral mucosal lesion in complete denture users. It is usually seen
as limited to the area beneath an upper denture, characterized by focal or diffuse erythema of the denture-supporting
tissues. The etiology of this lesion is multifactorial, although Candida infection is a common cause of disease.
Objective: To relate the DS with the presence of Candida, to identify the most prevalent species of Candida using
CHROMagar Candida® medium and to verify the susceptibility of the isolates to miconazole and photodynamic
therapy (PDT). Material and method: The sample was constituted of 45 complete denture users, 30 patients with
clinical DS and 15 without disease. Palatal mucosa and dentures were frictioned with sterilized swabs and sown
in CHROMagar Candida® medium to identify species of C. albicans, C. tropicalis and C. krusei. After incubation
and observation of the plaques, the yeasts were reisolated in Sabouraud Agar medium for verification of species
susceptibility to miconazole and PDT. Result: Candida species were found in 53,33% of the patients with DS and in
6,67% of the patients without DS, considering all of the palatal mucosa (p=0,008) and denture (p=0,001). The most
prevalent species were C. albicans (36,67% and 53,33%), followed by C. tropicalis (13,33% and 16,67%) and C. krusei
(13,33 and 6,67%), on mucosal and denture, respectively. The samples were more sensitive to miconazole than
PDT (p<0,0001). Conclusion: There was an association between the presence of Candida and DS, and C. albicans
the most prevalent species. Miconazole provided better results in the elimination of in vitro colonies of Candida
compared with PDT.

Descriptors: Dental prosthesis; stomatitis; Candida.
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INTRODUCAO

MATERIAL E METODO

A estomatite protética (EP) tem sido considerada a lesdo
bucal mais frequentemente observada em usudrios de proteses
removiveis, apresentando uma prevaléncia de 60 a 72%, podendo
ser chamada também de estomatite por dentadura, estomatite por
Candida ou candidiase atréfica cronica'. Essa lesdo é comumente
observada sob a base destas proteses, sendo caracterizada por
aspectos eritematosos difusos ou pontilhados na mucosa de
suporte, edema, congestao, podendo ser acompanhada por
petéquias hemorragicas, com inflamagdo moderada ou intensa.
Embora a sintomatologia seja rara, em alguns casos pode haver
dor, halitose, prurido e queimagao®.

A etiologia da EP é multifatorial, podendo estar associada a
alergia a0 monomero residual, & placa microbiana, ao trauma,
ao uso continuo da protese e a hipossalivagdo®®. A infecgdo por
Candida é considerada o principal fator etioldgico, visto que pode
iniciar, manter e exacerbar tal altera¢do’.

Micro-organismos do género Candida estao presentes
na cavidade oral de aproximadamente 50% da populagéo e,
geralmente, ndo causam doenga. Porém, sob certas circunstancias,
estes podem agir como agentes infecciosos, causando o
aparecimento da candidiase®. C. albicans é a espécie fiingica mais
comumente associada em pacientes com EP, sendo responsavel
por aproximadamente 70% dos casos de infec¢ao®*®. Além de
C. albicans, outras espécies menos comuns, como C. krusei e
C. tropicalis, sao reconhecidas como patogenos capazes de competir
com a microbiota bucal e se tornarem patogénicas'®!.

O diagnostico da estomatite por Candida ocorre pela associagdo
do quadro clinico com os resultados de exames laboratoriais,
os quais incluem a citopatologia e a cultura microbiologica”'
Clinicamente, trés tipos de EP podem ser encontrados. O tipo I
caracteriza-se pela hiperemia dos ductos das glandulas salivares
palatinas menores, conferindo um aspecto eritematoso puntiforme
na regido. O tipo II é definido pela presenca de um eritema difuso
em toda a regido da mucosa sob a protese e é considerado o tipo de
estomatite mais comum. O tipo III, por sua vez, apresenta-se com
aparéncia clinica nodular, dando ao palato um aspecto pedregoso'.

O tratamento de elei¢do para EP associada a candidiase consiste
na combinacdo de antifingico e orientagdo do paciente quanto a
higienizagao da protese’.

Zardo, Mezzari'* relatam que a utilizagdo excessiva de
antimicrobianos favoreceu, nas dltimas décadas, a resisténcia
das leveduras aos agentes antifingicos convencionais. Assim,
tornou-se necessario o estudo de métodos alternativos de controle
desses micro-organismos, como a terapia fotodindmica (TFD).
A TFD baseia-se na administracdo tdpica ou sistémica de um
corante fotossensibilizador, ndo toxico, sensivel a luz, seguida da
irradiago, em baixas doses, com luz visivel, de comprimento de
onda adequado. Mima et al.'>'¢ e Donnelly et al.”” afirmaram que
tal mecanismo ¢ capaz de inviabilizar as células, causando a morte
dos micro-organismos. O propésito deste estudo foi relacionar a
EP com a presenca de Candida, identificar as espécies de Candida
mais prevalentes e caracterizar o perfil de sensibilidade das colonias
de Candida ao miconazol e a TFD.

Desenho do Estudo

Este estudo, observacional de natureza descritiva, incluiu
pacientes usuarios de préteses totais que foram atendidos no
Departamento de Odontologia da Universidade Federal de Sergipe,
no periodo de julho de 2011 a junho de 2012.

Os voluntdrios desta pesquisa foram tratados de acordo com
a resolugdo CNS 196/96, sob analise e aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sergipe, com o
protocolo CAAE 0133.0.107.000-11. Os pacientes receberam todas
as informacdes referentes ao estudo e, quando de acordo, assinaram
0 TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido).

Amostra e Critérios de Elegibilidade

Para a realizacdo do céalculo amostral, foi assumida uma
diferenca minima de 30% na prevaléncia de espécies de Candida
na mucosa palatina dos usuarios de prétese com e sem EP. O poder
estatistico foi de 90% (ZlfB =1,28)eoerrotipolde5% (7 ,=1,96).
O numero minimo de pacientes (N) requeridos para inclusdo neste
estudo foi calculado primeiramente a partir da equagéo:

1
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Um ajuste amostral (N1) foi realizado considerando-se uma
distribuicdo desigual entre os grupos, para uma propor¢do (r) de

2:1, conforme equagao abaixo:
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Portanto, foram incluidos no estudo 45 pacientes usudrios de
protese total, 30 com diagnoéstico clinico de EP (grupo teste) e 15
sem diagndstico clinico da doenga (grupo controle). Para cada
paciente que concordou e assinou o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, foi preenchida uma ficha clinica contendo
dados demograficos, epidemiologicos e clinicos, obtidos através
de anamnese.

O diagnéstico de EP foi realizado através dos critérios clinicos
propostos por Newton'", consagrados na literatura. Foram
excluidos da pesquisa os pacientes com EP ja em regime de
tratamento para a doenga.

Identificagio das Espécies de Candida

As amostras foram coletadas através do uso de swabs estéreis
embebidos em solugdo fisiologica (NaCl 0,85%) por meio
de movimentos de fricgdo, por 30 segundos, em toda a drea
eritematosa da mucosa palatina e em toda a base da protese.
Imediatamente ap6s a coleta, os mesmos foram inseridos em tubo
de vidro transparente (150 x 15 mm) com tampa de rosca contendo
5 mL de caldo Sabouraud® (Oxoid, Brasil) para o transporte até o
laboratério. No laboratério, as amostras foram semeadas em placas
contendo agar CHROMagar Candida® (Probac do Brasil, Brasil).
Esse procedimento foi realizado através da rotagdo do swab na
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placa contendo o meio de cultura, com posterior espalhamento
com al¢a microbiologica calibrada descartavel, através da técnica
do esgotamento.

O tempo entre a imersdo em caldo Sabouraud e o plaqueamento
foi minimo, uma vez que o laboratério encontra-se anexo ao
ambulatodrio onde foi feita a coleta das amostras. As placas foram
incubadas em estufa bacteriologica a 30-37 °C por 48 horas,
fazendo-se o acompanhamento do crescimento de colonias a
partir das primeiras 18 horas. Apds o periodo de 48 horas, foi feita
a leitura das placas. Para a identificagdo das espécies, os aspectos
de coloragao, morfologia e textura do cultivo primario no meio
CHROMagar Candida® foram avaliados, conforme Quadro 1.

Susceptibilidade ao Miconazol e a Terapia Fotodindmica

Ao término da identificacdo das espécies de Candida,
procedeu-se ao reisolamento das colonias. Parte da amostra
foi retirada com auxilio da al¢a em gota, sendo esta repicada
pela técnica de esgotamento em placas de Petri (90 x 15 mm)
descartaveis, com fundo dividido em dois compartimentos
contendo o meio Agar Sabouraud® (Oxoid, Brasil).

Para a verificagdo da susceptibilidade das colonias ao miconazol
e a TFD, trés pequenos discos de papel absorvente embebidos em
solu¢do de miconazol 2% foram distribuidos de forma equidistante
em um dos lados da placa de Petri, enquanto que, no lado oposto,
foram colocados outros trés discos embebidos em corante de azul
de toluidina a 0,01% (Bellafarm, Brasil). No momento da colocagdo
dos discos, estes foram pressionados com uma pinga estéril para

assegurar sua aderéncia ao meio.

Os discos impregnados pelo corante foram irradiados por
laser GaArAl - Flash Lase III - DMC (Sao Carlos-SP, Brasil), com
comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 100 mW. A area
de secgdo transversal do feixe laser foi de 0,03 cm? e a distancia
para os discos, de 2 mm, conforme recomendagdo do fabricante.
A técnica utilizada foi a pontual (perpendicular aos discos), sendo
depositados 2 J de energia em um periodo de 20 segundos.

Quadro 1. Identificagdo cromogénica das espécies de Candida

Micro-organismo Identi-

Cor Tipica da Colonia ficado

Verde C. albicans
Azul acinzentado C. tropicalis
Rosa, rugosa C. krusei

Branca a rosa

Outras espécies
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Apos a irradiagdo, as placas foram invertidas e incubadas
em estufa bacterioldgica a 35-37 °C por 48 horas. O grau de
sensibilidade das amostras ao miconazol foi avaliado pela medida
do didmetro da zona de inibigdo ao redor do disco. Os isolados
com zonas de inibi¢do < 11 mm foram considerados resistentes
ao antifungico. Os isolados com zonas de inibi¢do >12 mm foram
considerados susceptiveis a droga'®. Para a andlise do efeito da
TFD, embora ndo existam definigoes seguras estabelecidas para
a caracterizacdo das zonas de inibi¢do, os mesmos critérios de

interpretagao foram utilizados.

Andlise dos Dados

A identificacdo das espécies de Candida foi apresentada de
forma descritiva, de acordo com os respectivos sitios de isolamento.
A associagao entre a presenca de Candida e o diagndstico clinico de
estomatite protética foi analisada através do Teste Exato de Fisher.
A avaliagio da susceptibilidade dos isolados ao miconazol e 2 TFD
foi realizada através do teste de comparagio entre duas proporgoes.

O nivel de significdncia adotado foi de 5%.

RESULTADO

Com relagdo ao grupo teste, na mucosa palatina, a espécie mais
prevalente foi C. albicans (n=11; 36,67%), seguida de C. tropicalis
(n=4; 13,33%) e C. krusei (n=4; 13,33%). Em 16 placas (53,33%),
nao houve crescimento de nenhuma espécie de Candida. Com
relagdo as bases das proteses, a espécie mais prevalente foi
C. albicans (n=16; 53,33%), seguida de C. tropicalis (n=5;16,67%) e
C. krusei (n=2;6,67%). Em 12 placas (40%), ndo houve crescimento
de nenhuma espécie de Candida. A Tabela 1 exibe a distribui¢do
de micro-organismos na mucosa palatina e nas préteses de acordo
com os grupos analisados. Foi observada uma associagdo entre a
EP e a presenca de espécies de Candida na mucosa e nas bases das

proéteses dos pacientes.

A Tabela 2 mostra a prevaléncia das espécies de Candida em
infec¢des simples e mistas nas amostras de mucosa palatina e das

proteses dos pacientes pertencentes ao grupo teste.

Em relagdo as amostras coletadas de pacientes sem diagndstico
clinico de EP (grupo controle), somente em um (6,67%) dos
15 casos houve crescimento de Candida nas placas relativas a
mucosa palatina e a protese. Na placa relativa @ mucosa palatina,
houve crescimento somente de colonias de C. albicans e, naquela
relativa a protese, verificou-se colénia mista de C. albicans e
C. tropicalis.

Tabela 1. Presenca de micro-organismos na mucosa palatina e nas préteses de acordo com os grupos analisados

Mucosa Prétese
Presenca Teste Controle p-valor Teste Controle p-valor
Positiva 14 1 18 1 0,001
Negativa 16 14 12 14
Total 30 15 30 15
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Tabela 2. Prevaléncia de espécies em infecgdes simples e mistas na mucosa palatina e nas préteses do grupo teste

Mucosa Protese

n % n %
C. albicans 7 23,33 11 36,67

C. krusei 2 6,67 1 3,33

C. tropicalis 1 3,33 1 3,33

C.albicans + C. tropicalis 3 10 3 10
C.albicans + C. krusei 1 3,33 1 3,33

C. albicans +C.tropicalis + C.krusei 0 0 1 3,33

Ausente 16 53,33 12 40

Total 30 100 30 100

Para a caracterizagao do perfil de sensibilidade ao miconazol
e a TFD, nos casos em que houve crescimento de colonias mistas,
optou-se por fazer o reisolamento da espécie que cresceu em maior
prevaléncia em cada placa. Foram considerados todos os casos
de crescimento de colonias em mucosa e/ou prétese de ambos
os grupos (n=34). Com relacdo a sensibilidade ao miconazol,
seis (17,6%) amostras apresentaram zona de inibi¢do < 11 mm,
sendo classificadas como resistentes a droga, enquanto 28 (82,4%)
mostraram-se susceptiveis ao miconazol. No que se refere & TFD,
uma zona de inibi¢do < 11 mm foi observada na maioria dos
isolados (n=29; 85,3%), enquanto que, em apenas cinco (14,7%)
amostras, houve susceptibilidade a terapia. O padrao de resisténcia
a TFD foi superior ao do miconazol (p<0,0001).

DISCUSSAO

No presente estudo, o perfil de prevaléncia das espécies de
Candida na mucosa e na protese dos individuos foi semelhante,
sendo C. albicans a mais prevalente, seguida de C. tropicalis e
C. krusei, concordando com Odds, Bernaerts'®, Aradjo et al? e
Nadeem et al.?!, que encontraram em seus estudos essa mesma
sequéncia na prevaléncia das espécies.

A prevaléncia de C. albicans nas amostras da mucosa foi de
36,67%, divergindo do estudo de Senna*, que encontrou uma
prevaléncia de 59,26%. Por outro lado, com relagdo as amostras das
proteses, encontramos uma prevaléncia de 53,33%, corroborando
com os dados encontrados também por Senna*, que encontrou
C. albicans em 53,76% das amostras.

E preciso ressaltar que, como leveduras do género Candida
também podem fazer parte da microbiota bucal normal, os
achados positivos de culturas ndo devem ser interpretados como
absolutamente patoldgicos. Somente o aparecimento macico de
um numero excessivo de coldnias presentes na cultura é indicativo
de uma candidiase manifesta®. Em nove dos 30 pacientes (30%)

avaliados no presente estudo, apesar de ter sido definido o

*Senna AM. Terapia fotodindmica antimicrobiana no tratamento da estomatite
protética [Tese]. Sao Paulo: Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares da
USP; 2012.

diagnoéstico clinico de EP, ndo houve crescimento de colonias
de Candida spp. nem na mucosa, nem na protese, concordando
com Lemos et al.* e Sesma, Marimoto®, os quais afirmaram que a
etiologia da EP ¢ multifatorial. Tais achados vdo de encontro aos
descritos por Senna*, que relatou a auséncia de micro-organismos
na mucosa e na protese em apenas 6,56% dos casos.

Dentre os 30 casos analisados no grupo teste, quatro (13,33%)
amostras oriundas da mucosa palatina e cinco (16,67%) oriundas
das proteses exibiram crescimento de mais de uma espécie de
Candida, o que corrobora com os estudos de Beighton et al.Z,
Pfaller et al., Pereira-Cenci et al.* e Senna*, os quais observaram
colonizagiao por mais de uma espécie de Candida. Essas espécies
tém sensibilidades diferentes aos diversos tipos de antifiingicos
convencionais, podendo inclusive apresentar resisténcia. Tal fato
pode gerar insucesso na terapia instituida. Nesse contexto, a TFD
também pode ser util e apresentar vantagens, dada a auséncia
de relatos de resisténcia fungica. Pereira et al.** demonstraram
que, quanto mais complexa a composi¢do do biofilme, menos
susceptivel este pode ser a TFD.

Embora a presenca de Candida spp. seja o fator mais importante
para o desenvolvimento da EP, em 16 dos 30 casos (53,33%) nao
houve a presenca do micro-organismo nas amostras da mucosa,
o que se mostrou semelhante aos achados de Senna*, que relatou
auséncia do micro-organismo em 42,62% dos casos. Esse fato
pode estar relacionado a natureza multifatorial da EP, que nao
depende necessariamente da presenca de espécies de Candida
para se desenvolver.

Em relagdo as amostras relativas as proteses, em 12 casos
(40%) nao houve crescimento de coldnias, discordando do estudo
de Senna*, em que ndo houve crescimento em apenas 6,56% das
amostras. Em 11 casos (36,67%), houve crescimento da levedura
tanto nas amostras da mucosa quanto nas amostras das proteses.

Verificou-se que, em trés casos (10%), houve crescimento do
micro-organismo nas amostras da mucosa e nao houve crescimento
nas amostras das proteses. Isso pode ser devido ao fato de que,
nesses casos, as proteses estavam instaladas havia pouco tempo,
ndo havendo tempo suficiente para a colonizagdo microbiana. Ja
o inverso, ou seja, a presenga de leveduras na protese, mas nao
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na mucosa, ocorreu em seis casos (20%), indicando que, nesses
casos, a causa da EP no estava relacionada a presenca de Candida,
podendo estar relacionada a fatores como trauma, uso continuo
da protese e hipossalivagao.

O ntimero de amostras advindas da mucosa dos 30 individuos
com EP sem crescimento de coldnias foi maior (n=16) do que o de
amostras da protese (n=12). Isto contribui para embasar a teoria
de que o principal agente etioldgico da EP é a presenca de Candida
spp. no biofilme da prétese e ndo da mucosa. No entanto, nosso
achado é oposto ao relatado por Marcos-Arias et al.?* que, em 45
individuos positivos clinicamente para EP, encontraram niimero
maior de amostras sem crescimento na protese (n=15) em relagdo
a mucosa palatina (n=13).

A institui¢do de terapia antifiingica para tratamento da EP sem
confirmagio prévia da presenca de leveduras é comum na rotina
de consultérios odontoldgicos. Tal fato pode ser parcialmente
explicado pelo fato de os artigos que abordam o tratamento da
lesdo ndo citarem a andlise microbioldgica prévia para institui¢ao
da terapia®?. Casos como os encontrados nesse estudo, em que a
presenga de Candida nao esta intimamente relacionada com as
lesdes, ajudam a explicar a auséncia de resposta ao tratamento,
que ocorre em certos casos.

A TFD ¢é uma técnica que se mostra efetiva in vitro e in
vivo, contra bactérias e fungos, incluindo cepas resistentes aos
farmacos, sem causar danos aos tecidos sadios®. Esta terapia
usa fotossensibilizadores, exdgenos ou enddgenos, e a morte
microbiana ocorre quando o fotossensibilizador absorve a energia
da fonte luminosa. Entretanto, um grande niimero de variaveis
pode influenciar no nimero de micro-organismos afetados por
essa terapia, incluindo tipo e concentrac¢io do fotossensibilizador,
estagio fisioldgico dos micro-organismos, tempo de exposi¢do e
energia do laser"”.

Neste estudo, a terapia convencional com o antifingico
miconazol mostrou-se superior 8 TFD (p<0,0001). Uma vez que a
analise microbioldgica nem sempre é um meio acessivel, justifica-se
o uso do miconazol como terapia inicial para os casos de EP. Com
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relagdo a TFD, essa pode ser usada como terapia alternativa ou
complementar, pois, apesar de as colonias terem mostrado menor
sensibilidade a essa modalidade terapéutica, ficou demonstrado
que essa pode ser util naqueles casos em que a cura clinica ndo é
alcangada com o miconazol ou nos casos em que diferentes espécies
de Candida estao envolvidas. Maver-Biscanin et al.? relataram
diminui¢do das colonias de C. albicans e inflamagdo do palato
em pacientes com EP, tratados com laser de baixa intensidade.
Mima et al.' e Souza et al.* concluiram que a TFD é um método
efetivo para reducéo de diferentes espécies de Candida e sugeriram
que esta pode ser usada como um tratamento coadjuvante paraa EP.

Devemos também levar em consideragio o protocolo adotado
para a realizacdo da TFD, pois o fato de apenas ter sido feita uma
aplicagdo do corante acompanhada por irradiagdo por laser de
baixa poténcia pode ter levado, depois de cessado o efeito da
terapia, a uma invasdo do halo de inibi¢do pelos micro-organismos
que cresceram ao seu redor. Além disso, ha a possibilidade de
o resultado com o miconazol ter sido melhor tendo em vista a
possibilidade de difusdo do fairmaco no meio de cultura durante
o periodo de incubagio, o que ndo ocorre com a TFD. Ressalta-se
que, no presente estudo, foi realizada apenas avalia¢do in vitro da
susceptibilidade das colonias. Além disso, é importante destacar
que o CHROMagar Candida® somente possibilita a identificagdo
presuntiva de determinadas espécies de Candida, tornando-se
dificil a comparagdo dos resultados com outros estudos de
relevancia cientifica. Além disso, quando do crescimento de
colonias mistas, ndo foi testada a susceptibilidade de cada espécie
em particular, mas somente da espécie predominante na placa, a
qual, em todos os casos estudados, foi C. albicans.

CONCLUSAO

Existiu uma associagdo entre a presenca de Candida e
estomatite protética, sendo C. albicans a espécie mais prevalente.
O miconazol proveu melhores resultados na eliminagéo in vitro
de colonias de Candida quando comparado a TFD.
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