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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da penicilina, metronidazol e
tetraciclina no desenvolvimento de candidose e na recuperacdo de Candida
albicans da cavidade bucal de ratos. Foram utilizados 96 ratos nao portadores do
género Candida na cavidade bucal, divididos em duas etapas: candidose
experimental, na qual os animais foram medicados por periodos de sete, 15 e
trinta dias; e recuperacdo e contagem, apds inoculacdio com C. albicans. O
desenvolvimento de candidose no dorso da lingua foi observado
macroscopicamente e em microscopia de luz. A recuperacdo de Candida albicans
foi realizada através da coleta de amostras bucais em intervalos de um, dois,
cinco, sete dias, e por mais vinte coletas realizadas a cada 15 dias. Os resultados
foram analisados estatisticamente pelos testes Kruskal-Wallis (5%), Dunn (10%),
Tuckey (5%) e ANOVA (5%). Macroscopicamente verificou-se no dorso da
lingua dos ratos que a regido de papilas conicas e papilas verdadeiras foram as
mais acometidas por lesdes de candidose, sendo as maiores lesdes encontradas nos
animais medicados com tetraciclina. Analisando histologicamente a mediana dos
escores, verificou-se que o grupo medicado por sete dias com penicilina
apresentou os maiores indices de colonizacdo do epitélio. A recuperacdo de
C. albicans foi mais freqiiente nos grupos que receberam penicilina ou
tetraciclina, uma vez que 50% dos ratos apresentaram contagens positivas até o
307° dia. Concluiu-se que um maior nimero de lesdes de candidose experimental,
assim como uma maior média do logaritmo do nimero das ufc/mL de C. albicans

recuperadas foram encontradas nos grupos que receberam antibioticoterapia.

PALAVRAS-CHAVES: Candida albicans; candidose bucal; ratos; antibidticos,
analise de variancia.
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1 INTRODUCAO

A ruptura do equilibrio biolégico, geralmente
resultante de fatores predisponentes (patolégicos, fisioldgicos,
imunolégicos ou mecanicos), culmina com um aumento da
multiplicacdo e/ou invasido de microrganismos nos tecidos instalando-
se a infeccio (ODDS'*, 1988; GHANNOUM & ABU-ELTEEN’,
1990).

O desequilibrio da microbiota bucal ou do sistema
imunolégico podem facilitar o desenvolvimento da acdo patogénica,
por parte dos microrganismos que a integram, destacando-se entre eles
Candida albicans (BURNETT et al.”, 1978; ALLEN et al.’, 1994;
CANNON et al.”, 1995; WEBB et al.'’, 1998).

Na cavidade bucal, nutrientes € microrganismos sao
repetidamente introduzidos e removidos, tornando este local um
sistema de crescimento aberto no qual irdo permanecer
microrganismos que possuam capacidade de aderéncia as superficies
da mesma (JORGE™, 1998; NISENGARD & NEWMAN'"!, 1997).

Fox & Ainsworth™ (1958) relataram que em condicdes
locais ou sist€micas improprias, 0 organismo oferece meios para que
fungos do género Candida penetrem e tornem-se patogénicos,
causando assim infecc¢do.

Microrganismos do género Candida sao encontrados na

cavidade bucal de individuos adultos saudaveis, representando 98% de
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sua microbiota fungica, sendo a espécie Candida albicans majoritaria
(RINDUM et a1.126, 1994). Esta espécie € considerada como causadora
da candidose bucal por diversos autores (HERON et al.®*7,1992 e
1998; JANNIGER & KIHICZAK'', 1994; RINDUM et al.'*, 1994;
DARWAZEH & AL-BASHIR™, 1995; GUPTA et al.*’,1996).

A microbiota bucal usualmente controla o crescimento
de fungos como Candida albicans. Por outro lado, como os fungos
ndo sdo afetados por substancias antibacterianas, podem crescer
excessivamente no tecido mucoso quando a microbiota bacteriana
normal for suprimida por antibiticos (ALLEN & BECK®, 1987;
ODSS', 1988; FREITAS & BIRMAN™, 1989, BUDTZ-
JORGENSEN®, 1990; GHANNOUM & ABU-ELTEEN’, 1990;
FRANKER™, 1994; SCULLY et al."”’, 1994; GUPTA et al.”, 1996;
COLEMAN et al.*, 1997; NISENGARD & NEWMAN'", 1997;
TORTORA et al."”', 2000; AKPAN & MORGAN', 2002; NEVILLE
etal.'"’, 2002; SHERMAN et al.'*, 2002).

Segundo Takakura et al.'* (2003) Candida albicans é a
maior causa de infecc¢do oral e esofagiana em pacientes que fazem uso
prolongado de antibioticos.

Allen et al” (1985) relataram que a exposicio
antibidtica ndo é fator essencial na patogénese da candidose, porém,
propicia lesdes significativamente maiores em animais.

Com o intuito de esclarecer os mecanismos
relacionados com a patogénese da candidose bucal, uma variedade de
modelos experimentais em ratos foram desenvolvidos, verificando-se

que a cavidade bucal desses animais € facilmente colonizada por



27

Candida e que infec¢des semelhantes as lesdes observadas em seres
humanos sdo  desenvolvidas (ALLEN et al’, 1994,
SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE'", 2001). Dentre esses
estudos podemos citar o de Fisker et al.*® (1982) e Allen et al.” (1985)
os quais estudaram a acd@o de antibidticos como fatores predisponentes
para candidose bucal.

Levando em consideracdo que a eficdcia clinica no
tratamento de uma infeccdo baseia-se no diagnéstico correto do
microrganismo presente € na escolha do antibidtico mais especifico e
eficaz, e que o uso preventivo ou terapéutico do mesmo pode propiciar
alteracdes na microbiota bucal favorecendo a manifestacdo da
candidose bucal, o objetivo deste trabalho foi verificar a inter-relacao
e os efeitos causados pela acdo da penicilina, metronidazol e
tetraciclina no desenvolvimento de candidose no dorso da lingua e na

recuperacao de C. albicans na cavidade bucal de ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candida albicans

A microbiota natural do hospedeiro encontra-se num
estado continuo de adaptacdo determinado por uma variedade de
fatores, como idade, dieta, estado hormonal e saide (MURRAY et
al.'”, 2000).

Microrganismos do género Candida sdao considerados
fungos imperfeitos, pois ndo apresentam estigio sexual de reproducao
(McCULLOUGH et al.'® 1996; EDMAN™, 1998). Sio fungos
dimorficos podendo crescer como leveduras ou hifas (FRANKERSZ,
1997). Leveduras sdo organismos eucaridticos, unicelulares que
medem aproximadamente 2 a 8um de largura por 3 a 14um de
comprimento, € multiplicam-se por brotamento. Ja as hifas sdo
filamentos lineares contendo multiplas unidades celulares divididas
por septos, podendo originar-se de uma hifa ji existente ou de uma
levedura. A produc¢do de levedura a partir de outras de forma linear
resulta na formacio de uma pseudohifa (LACAZ et al.*’, 1998;
WEBB et al.'”', 1998; FARAH et al.*’, 2000; LIU™, 2001).

Candida pode ser visualizada em tecidos através de
coloragdes especiais como Acido periédico de Schiff (PAS) e Gridley

e Gomori-Grocott. Em dgar Sabouraud, incubado a 37°C por 48-72
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horas, apresenta colOnias lisas, de textura cremosa, membranosas e
imidas (LACAZ et al.””, 1998).

A distribuicdo das leveduras do género Candida é
muito ampla no meio ambiente, fazendo parte da microbiota normal
dos seres humanos participando de algumas patologias (TRABULSI et
al.154, 1999). Sua ocorréncia é bastante variavel e estao documentadas
taxas de isolamento de 10 a 50%, atingindo em alguns relatos até 80%
(BRAWNER & CUTLER™, 1989; SCULLY et al."”’, 1994; JORGE et
al.®’, 1997).

As principais espécies de Candida, consideradas
importantes patogenos humanos, sdo: C. albicans, C. tropicalis,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. krusei, C. kefyr, e
C. dublinienses (SHEPHERD'”, 1990, CANNON et al.””, 1995;
COLEMAN et al™  1997; SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE", 2001).

Candida albicans, C. tropicalis e C. glabrata sao as
espécies mais freqlientemente isoladas de candidoses. No entanto,
Candida parapsilosis, C. guilliermondii e C. krusei também podem

ser isoladas de diferentes espécimes clinicos (SCULLY et al.m,

1994).

Candida albicans ¢ a mais comum das espécies de
Candida principalmente no que diz respeito a producao de infecgdes
sintomdticas, podendo ser encontrada como microrganismo comensal
ou como patégeno oportunista. Provoca doengas sist€émicas em
pacientes debilitados ou imunossuprimidos, principalmente aqueles

com comprometimento da imunidade celular (CANNON et al.”,
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1995; LARONE!, 1995; McCULLOUGH et al.'”?, 1996; EDMAN",
1998). As candidoses por C. albicans podem ser superficiais ou
profundas, com localizacdo mucosa, mucocutanea, visceral, sisttmica
e fungemias (LACAZ et al.”’, 1998).

Apresenta-se como uma célula oval, Gram-positiva, de
parede delgada e com germina¢do. Em 4gar Sabouraud, incubado a
37°C por 48-72 horas, sdo evidenciadas colOnias esbranquicadas e
cremosas, com odor de levedo, medindo de 4 a 8mm de diametro
(EDMAN™, 1998; WEBB et al.'®, 1998).

Produz uma projecio a partir das leveduras
denominada tubo germinativo quando incubada em soro a 37°C no
periodo de 2 a 3 horas. No microcultivo em agar fuba Tween 80,
forma estruturas esféricas denominadas clamidoconideos. C. albicans
fermenta glicose e maltose, € tem acdo fermentativa varidvel para
sacarose e galactose. Assimila galactose, maltose, trealose, amido
soluvel, D-xilose e D-manitol. Possui notdvel indice de variagdo
genotipica e fenotipica dando origem a diversos biotipos (LARONE’",
1995; LACAZ et al.”, 1998).

A capacidade do microrganismo se aderir a superficie
da mucosa € que determina o grau de colonizacdo e infeccdo dos
tecidos do hospedeiro (McCULLOUGH et al.'”®, 1996). Foram
sugeridos varios fatores de viruléncia como mecanismo de
patogenicidade para C. albicans. Dentre os fatores de patogenicidade
destaca-se a aderéncia. C. albicans parece ser a mais aderente das

espécies (DOUGLAS*, 1987; AKPAN & MORGAN', 2002).
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A capacidade de aderéncia de C albicans ocorre devido
a expressdo de adesinas, sendo a principal delas a manoproteina
(CANNON et al.”, 1995; PENDRAK & KLOTZ'®, 1995; WEBB et
al.'®!, 1998). A formacio de tubos germinativos e hifas também estéo
relacionadas a aderéncia as células epiteliais (KIMURA &
PEARSALL84, 1980); assim como, a hidrofobicidade da superficie
celular, uma vez que células hidrofébicas sdo mais virulentas por
possuirem maior capacidade de aderéncia aos tecidos do hospedeiro
(WEBB et al.'®, 1998; COTTER & KAVANAGH", 2000).

Outro fator associado a patogenicidade é a produgio
das enzimas proteinase aspartil secretoria (SAP) e fosfolipase (PL),
secretadas predominantemente por C. albicans e C. tropicalis
(CANNON et al”, 1995; CALDERONE & FONZI”, 2001;
HAYNES®, 2001).

A producdo de toxinas também € considerada um
importante fator de viruléncia (MOURAD & FRIEDMAN'”, 1961).
Virias espécies do género Candida produzem exotoxinas, que Sao
substancias protéicas com efeitos letais sobre outros fungos e muitas
bactérias (SAMARANAYAKE & MacFARLANE'”, 1990). Essas
exotoxinas sao conhecidas como toxinas Killer, fator killer, zimocina
ou micocina (CANDIDO et al.®, 1995). O fenémeno Killer foi
descrito primeiramente por Bevan & Makower'® (1963) representando
um modelo de competicdo bioldgica semelhante a producdo de
bactericinas (MAGLIANI et a1.98, 1997). Posteriormente, Polonelli et

al.'** (1983), preconizaram um método de biotipagem de espécies de
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Candida, denominado sistema killer, baseado na sensibilidade de uma

cepa testada frente as toxinas killer.

2.2 Candidose bucal

Na década de 30, doencas associadas a espécies de
Candida eram bem mais raras e a candidose sist€mica era
praticamente desconhecida. Em 1958, Fox & Ainsworth™ relataram
que em condi¢des locais ou sistémicas improprias, O organismo
oferece meios para que os fungos do género Candida penetrem e
tornem-se patogénicos causando infeccdo. Segundo Zaitz et al.'®”
(1998) a candidose superficial esta entre as infec¢des mais comuns da
pele e mucosas.

A candidose bucal € considerada a infec¢do micdtica
mais comum da cavidade bucal (FREITAS & BIRMAN™, 1989),
caracterizando-se pelo aparecimento de placas brancas isoladas ou
confluentes, aderentes a mucosa, apresentando aspecto membranoso,
as vezes rodeadas por halo eritematoso. E fregiiente em pacientes
gravemente enfermos e em recém-nascidos quando se associa com a
candidose da mucosa vaginal da mae. A infec¢cdo pode ainda se
propagar por continuidade a faringe, laringe, es6fago e, mais
raramente, disseminar-se via hematogénica (ZAITZ et al.'®, 1998;
TRABULSI et al.”**, 1999).

Na década de 50, a administracdo de antibidticos de
amplo espectro fez com que houvesse um aumento no numero de

infeccoes por Candida aumentando a predisposicao a candidose bucal
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em humanos (ALLEN & BECK?*, 1987; ODSS'", 1988; FREITAS &
BIRMAN™, 1989;  BUDTZ-JORGENSEN*, 1990; BUDTZ-
JORGENSEN®, 1990; GHANNOUM & ABU-ELTEEN’, 1990;
HOLMSTRUP & SAMARANAYAKE®, 1990; HERON et al.”,
1992; ALLEN et al.’, 1994; FRANKER™, 1994; SCULLY et al.'”,
1994; CANNON et al.””, 1995; DOUGALL et al.*, 1995; GUPTA et
al.”, 1996; MCCULLOUGH et al.'”, 1996; COLEMAN et al.”,
1997; NISENGARD & NEWMAN'"", 1997; SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE"™, 2001; AKPAN & MORGAN', 2002;
NEVILLE et al."", 2002; SHERMAN et al.'*, 2002)

Nos ultimos anos, a candidose tornou-se uma doenca
de importancia crescente devido ao aumento do numero de pacientes
com comprometimento imunolégico associado a infec¢do pelo virus
da 1imunodeficiéncia humana (HIV), transplantes de orgdos e
tratamento terapéutico contra o cancer. Mais da metade dos pacientes
com Sindrome da Deficiéncia Imunoldgica Adquirida manifesta
precocemente esta patologia, sendo que aproximadamente 90% dos
casos sdo de candidose orofaringea (ALLEN et al.’, 1994; CANNON
et al.”, 1995; LEHNER™, 1996; ZAITZ et al.'® 1998;
SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE'*, 2001).

Com relacdo ao diagnodstico da candidose bucal na
citologia esfoliativa costumam-se encontrar hifas e pseudohifas de
Candida, com um numero varidvel de leveduras, células epiteliais
descamadas e células inflamatdrias. Na biopsia observa-se aumento da
espessura da paraqueratina na superficie da lesdo, alongamento das

cristas epiteliais, microabscessos e acantose; na lamina propria
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infiltrado inflamatdrio cronico constituido por linfécitos € macréfagos.
Usualmente as hifas invadem o epitélio superficial paraqueratinizado,
mas nao ha penetragdo mais profunda que o extrato corneo (FREITAS
& BIRMAN™, 1989; HOLMSTRUP & SAMARANAYAKE®, 1990;
NEVILLE et al.''°, 2002).

A candidose pseudomembranosa € a forma mais
conhecida de infec¢do bucal por Candida, caracterizada pela presenca
de placas brancas cremosas e aderentes distribuidas pela mucosa
bucal, palato e dorso da lingua. Pode ser removida por raspagem,
deixando abaixo mucosa normal ou eritematosa e brilhante,
freqiientemente com erosao dolorosa. Ocorre em 5% dos recém-
nascidos, 5% de pacientes com cancer ¢ 10% de pacientes
hospitalizados, debilitados e idosos. Pode ser iniciada pela exposi¢ao
do individuo a antibidtico de amplo espectro ou por prejuizo do
sistema imune, sendo a exposi¢cdo antibidtica tipicamente responsavel
pela expressio aguda dessa condicio (DREIZEN et al.”, 1983;
BUDTZ-JORGENSEN®, 1990; HOLMSTRUP & AXELL®, 1990;
HOLMSTRUP & SAMARANAYAKE®”, 1990; JANNIGER &
KIHICZAK'', 1994; CANNON et al.””, 1995; NEVILLE et al.'",
2002; LEHNER™, 1996, SHERMAN et al.'®, 2002).
Histologicamente, as placas brancas consistem de aglomerados de
hifas, leveduras, células epiteliais descamadas e tecido necrdtico. A
invasdo de hifas € observada até a camada espinhosa do epitélio,
podendo ser verificada formagdo de abscessos intra-epiteliais,

acantose e infiltrado inflamatério mononuclear subepitelial (FARAH

et al.’, 2000; REICHART et al.'*, 2000).
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A candidose eritematosa estd associada principalmente
ao uso de corticosterdides, antibidticos de amplo espectro e infec¢ao
por HIV. Clinicamente podem ser observadas areas eritematosas no
dorso da lingua ou palato (FARAH et a1.47, 2000; SHERMAN et al.m,
2002). Segundo Neville et al.''’ (2002) essas alteracdes clinicas
ocorrem principalmente, devido ao uso de antibidticos de amplo
espectro, 0 que muitas vezes ocasiona perda difusa das papilas
filiformes na superficie da lingua. Apresenta caracteristicas
histolégicas semelhantes a candidose pseudomembranosa, entretanto
com menor quantidade de hifas penetrando o epitélio e infiltrado
inflamatério mononuclear mais intenso no conjuntivo (BUDTZ-
JORGENSEN*, 1990).

McCullough et al.'™ (1996) referem que o termo
candidose eritematosa vem sendo mais utilizado que candidose
atrofica, uma vez que termo eritematoso descreve o aspecto clinico,
enquanto atrofico, descreve somente o aspecto histologico.

A candidose hiperplasica ou leucoplidsica € um
processo cronico, caracterizado pela presenca de placas brancas que
ndao podem ser removidas pela raspagem. Sao encontradas na mucosa
jugal, lingua e palato, estando freqiientemente associadas ao
tabagismo (FARAH et al.¥, 2000; NEVILLE et al.''’, 2002;
SHERMAN et al.'*, 2002). Histologicamente apresenta intensa
penetracdo de hifas na superficie do epitélio, que exibe hiperplasia e
acantose. No conjuntivo subepitelial pode ser visto infiltrado

inflamatério mononuclear que varia de moderado a severo

(REICHART et al.'*>, 2000).
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.101
Mautoni

(1997) realizou estudo clinico, laboratorial
e terapéutico sobre candidose bucal e concluiu que a forma
pseudomembranosa foi a mais encontrada, sendo C. albicans a espécie
prevalente nessas lesdes. Exames complementares avaliaram o perfil
imunolégico desses pacientes, e observou-se que o sistema
imunolégico dos mesmos encontrava-se deprimido pelo HIV.
Inicialmente, essa infec¢do que era localizada na mucosa bucal, de
forma assintomdtica e de pequena dimensdo, por fim tornava-se
invasiva, atingindo a mucosa do palato, regido orofaringea e
esofégica.

Moreira et al.'® (2001) verificaram a ocorréncia de
candidoses, identificaram a forma clinica e realizaram diagndstico
microbiolégico dos pacientes atendidos pelo ambulatério de
Estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
da Bahia. Para o diagnéstico foi realizada cultura do material coletado
das lesdes e das proteses dos pacientes. Os resultados obtidos
evidenciaram que dos 33 pacientes com suspeita clinica de
candidose 69,5% apresentaram candidose eritematosa, 21,8%
pseudomembranosa e 8,6% hiperplasica, sendo a cultura para Candida
positiva em 84,8% dos pacientes.

Birman et al.” (1991) realizaram estudo com 170
pacientes para a verificacdo das principais lesdes bucais encontradas
no paciente idoso. A faixa etdria prevalente foi 70-79 anos com
predominio do género feminino, sendo que a candidose eritematosa de

localizagdo palatina representou 28,24% das lesoes.
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Segundo Rocha et al.'”’

(1999) a lingua constitui-se na
localizacdo anatomica preferencial de diversas patologias. Sendo
assim, os autores identificaram as lesdes mais prevalentes na borda de
cem linguas de individuos necropsiados, € concluiram que a maior
prevaléncia foi de candidose (23 casos).

Merly'” (1999) examinou e submeteu i raspagem para
cultivo de microrganismos do género Candida, trinta pacientes
portadores de carcinoma epidermdide de boca e trinta pacientes
controle clinicamente sauddveis. Lingua, palato, mucosa jugal e
assoalho de boca foram os sitios selecionados para realizacdo da
raspagem, sendo o material obtido submetido a exames
microbiolégicos para identificagdo das espécies. Verificou-se que nao
houve diferenca estatisticamente significante na freqiiéncia de
crescimento de Candida spp. entre os grupos. Entretanto, observou-se
diferenca em relacdo a presenca de Candida spp. nos diversos sitios da
cavidade, pois um maior numero de sitios colonizados foi encontrado
em portadores de carcinoma epidermoéide, sendo a lingua o local que

apresentou maior indice de crescimento nos dois grupos estudados.

Candida albicans fo1 a espécie mais encontrada.

2.3 Antibioticos

As infec¢des que acometem a cavidade bucal sio
freqlientemente produzidas por invasdo microbiana externa ou por
desequilibrio na microbiota bucal do hospedeiro. Quando esse

processo se instala, o organismo tenta debeld-lo através de resposta
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inflamatoria onde irdo ocorrer alteracdes vasculares e celulares com a
finalidade de neutralizar o agente agressor.

Segundo Alves'' (1994) quando por qualquer motivo, o
organismo encontra-se impotente contra o agente etioldogico do
processo infeccioso € necessario o uso de antibidticos.

O termo antibidtico, literalmente significa ‘“contra a
vida” (do grego, anti, contra, e biosis, vida) e pode ser definido como
substancia produzida por microrganismos ou derivado semi-sintético
proveniente de substancia natural, que inibe o crescimento ou causa a
morte de outros microrganismos. Com o desenvolvimento de novos
antibidticos, um numero cada vez maior de doengas que inicialmente
eram debilitantes ou at€ mesmo fatais tornou-se tratavel. Atualmente
quase todas as patologias de etiologia bacteriana podem ser tratadas,
com graus varidveis de sucesso (MONTGOMERY'”, 2000). A cada
dia antibiéticos novos e mais poderosos sdo colocados no mercado,
aumentando intensamente o arsenal de que dispde a moderna
Odontologia para tratamento da infeccoes dentarias e bucais
(MIZIARA'™, 1998).

Antes da selecdo de um antibidtico para tratamento de
uma infec¢do bacteriana vérios fatores devem ser levados em
consideracdo como atividade contra o patégeno; capacidade em atingir
o local da infec¢ao em concentragdes terapéuticas adequadas; vias de
administracdo e adequacdo das mesmas ao paciente; efeitos adversos;
freqii€ncia das doses; estabilidade da substancia em varias

temperaturas e por fim o custo da medicacdo (PAGE et al.'"®, 2004).
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E importante enfatizar que a eficicia clinica no
tratamento de uma infecc@o baseia-se na escolha do antibidtico mais
especifico e eficaz. Para isso é necessario que se determine a
sensibilidade do microrganismo infectante ao antibidtico e que esta
avaliacdo seja realizada antes do inicio do tratamento (OTERO &
TEREZANm, 2000), pois o uso indiscriminado de antibidticos tem
como conseqiiéncia a selecdo de microrganismos resistentes.
Neste sentido, o conhecimento e o controle da resisténcia bacteriana
tornam-se essenciais para administracdo mais racional e coordenada.
Profissionais da drea de saude devem ser criteriosos na prescricdao de
medicamentos, limitando o uso de antibidticos as situacdes em que
seja realmente indicado, controlando sua comercializagdo e orientando
seus pacientes sobre os riscos reais do uso indiscriminado dos mesmos
(XAVIER & COPPOLA'®*, 1998; FONTOURA & MEDEIROS®,
1999).

Os antibidticos sdo divididos em pequeno e amplo
espectro. O de pequeno espectro € aquele eficaz principalmente contra
microrganismos Gram-positivos ou Gram-negativos, ndo sendo
genericamente eficaz contra ambos. Antibidticos de amplo espectro
inibem bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e freqiientemente
também outros microrganismos. Geralmente a opcdo € pelo
antibidtico de pequeno espectro, pois sdo mais eficazes contra grupos
especificos de microrganismos, além disso, provoca menor alteracdao
na microbiota normal (ELLISON®, 1970; SOCRANSKY'*, 1977).
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Para Tortora et a (2000) quando determinados

microrganismos da microbiota normal ndo s3o destruidos pelo
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antibidtico, mas seus competidores sdo, os sobreviventes podem
aumentar suas populacdes e tornarem-se patogenos oportunistas. Um
exemplo € o supercrescimento de Candida albicans, que geralmente
ndao sdao sensiveis aos antibidticos. Esse supercrescimento €
denominado superinfeccdo, que s3o novas infeccdoes que se
manifestam por sinais microbioldgicos e clinicos que surgem durante
tratamento de uma infecgio primaria (ALVES'', 1994).

Geralmente, quanto maior o espectro de acdo, maior a
incidéncia de superinfeccdo, que também pode estar relacionada a
dose do farmaco, a duracdo do tratamento e a via de administracdo
(SILVA'*, 1990; LIRA et al.”*, 2000).

Os antibidticos podem ser bactericidas ou
bacteriostaticos. No caso das substancias bacteriostaticas, o
crescimento bacteriano € inibido deixando a bactéria em estado de
laténcia, sendo assim, 0os microrganismos tornam-se presas faceis dos
fagocitos, uma vez que o hospedeiro utiliza os mecanismos de
fagocitose e producdo de anticorpos para se defender. Ja as
substancias bactericidas exercem efeito letal e irreversivel sobre o
microrganismo. A penicilina e o metronidazol apresentam acdo
bactericida, enquanto a tetraciclina € um bacteriostatico, que em altas
concentracdes podem matar microrganismos sensiveis (ALVES',
1994; ARAUJO et al.'?, 2001).

O periodo durante o qual o antibiético esta presente em
concentragdes eficazes no local da infec¢ao depende da velocidade de
inativacdo da substincia através do metabolismo ou excre¢ao, ou

ambos. Baseando-se na velocidade normal de biotransformagdo e
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excrecdo, a dose € repetida a intervalos especificos de forma que
sejam  mantidas  concentragdes  sangiiineas  antibacterianas
(MONTGOMERY'®, 2000).

Segundo Miziara'®* (1998) os antibidticos estao
indicados na pratica didria da Odontologia para o tratamento das
infec¢Oes dentais agudas e/ou crOnicas, para o tratamento profilatico
em pacientes com algum grau de comprometimento imunoldgico e de
defesa e nos pacientes de risco para o desenvolvimento de endocardite
bacteriana.

Microrganismos especificos presentes no biofilme
dentario sdo o agente etioldgico da doenca periodontal, porém
algumas entidades da doenc¢a ndo respondem adequadamente a
terapéutica convencional, sendo assim, a administracdo local ou
sisttmica de antibioticos t€ém sido amplamente utilizadas como forma
adjunta de terapia (SALLUM et al."’*, 1996; OTERO &

TEREZAN'", 2000; MAGINI & SCHIOCHETT”’, 2001).

Aradjo et al'”> (2001) observaram que a
antibioticoterapia pode ser realizada através de uma associacdo de
antibi6ticos, por via sistémica ou aplicacdo local. Gordon & Walker®
(1993) verificaram que a associagdo mais promissora de antibidticos
como coadjuvante do tratamento periodontal € a do metronidazol com
amoxicilina. Estudos realizados por Christersson et al.®? (1989),
Groené et al.®' (1990), Van Winkelhoff et al."”® (1992) e Dalberto et
al.”® (1998) verificaram que esta combinacio obteve excelentes

resultados contra Actinobacillus actinomycetemcomitans.
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1. (2001) realizaram teste de sensibilidade

Lotufo et a
antimicrobiana in vitro para Bacterioides forsythus obtidas de
pacientes portadores de periodontite. O microrganismo foi sensivel ao
metronidazol (100% das cepas testadas) e a amoxicilina (94%das
cepas testadas), enquanto 72% das cepas foram susceptiveis a
tetraciclina. Os autores concluiram que o metronidazol e a amoxicilina
parecem ser os antimicrobianos indicados para o tratamento de
infecgdes periodontais nas quais Bacteriodes forsythus seja o patégeno
predominante.

Pesquisas t€m demonstrado que a microbiota bucal
pode ser significativamente alterada dentro de 24 horas apds o inicio
de antibioticoterapia, sendo a duragcdo inadequada do tratamento causa
freqliente de falha nos resultados. A cobertura antibidtica deve durar
no minimo 48 horas apds a remissao completa dos sinais clinicos. O
tratamento das infec¢des orais habituais de origem bacteriana requer
uma média de cinco a sete dias de antibioticoterapia, enquanto o
tratamento de infecgOes orais graves ou infec¢des em pacientes com
reducio da resisténcia pode levar tempo maior. Portanto, quanto maior
o tamanho ou extensdo da infec¢do, menos eficaz serd a
antibioticoterapia, porque o aumento do numero de bactérias
geralmente requer a presenca de uma concentracdo maior de
antibidticos no local da infecgdo. Esta relacdo enfatiza a importancia
de se tratar uma infec¢do o mais rapido possivel, porque um menor
numero de bactérias estardo presentes em seus estadgios iniciais e,

sendo assim, o resultado geralmente serd mais eficaz (XAVIER &
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COPPOLA'®, 1998; FONTOURA & MEDEIROS", 1999;
MONTGOMERY'”, 2000; OTERO & TEREZAN'"", 2000).

Os profissionais de saide devem estar seguros quanto a
indicacdo, selecio e modo de administracio de um antibidtico,
devendo-se considerar a correta indicacdo frente aos achados clinicos,
verificando-se quando possivel, o agente causal antes de prescrever o
antibiotico. Ndo menos importante estd a certificacio de que o

paciente pode receber aquele tipo de medicacdo e se
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levaram a pesquisa de derivados que pudessem ser eficazes por via oral,
que tivessem espectro mais amplo, que fossem excretados com menor
velocidade pelos rins e que fossem resistentes as penicilinases. Os
resultados foram a penicilina V, que ainda hoje é uma das penicilinas
orais mais usadas e de maior importancia em Odontologia.

Todas as penicilinas, exceto a amdinocilina, possuem o
mesmo mecanismo de acdo, isto €, a inibicdo das enzimas
responsaveis pela ligacdo cruzada dos polimeros de peptideoglicanos
durante o ultimo estigio da sintese da parede celular bacteriana. Isso
leva a inibicdo da formacdo de uma parede celular completa, intacta,
resultando numa célula bacteriana que € instavel na osmolaridade dos
liquidos organicos dos mamiferos, ocasionando entdo a lise da mesma.
Sendo assim, penicilinas sdo bactericidas (PAGE et al.'’®, 2004).

As penicilinas sao amplamente distribuidas em todo o organismo, sendo
a concentracdo atingida em determinados locais dependente da
vascularizacdo e do fluxo sangiiineo da regido. Possuem acesso as
feridas, tecidos moles, saliva e abscessos, mas a natureza relativamente
avascular dos abscessos limita a concentracdo dos antibidticos nesses
locais. Estdo entre os antibioticos mais usados atualmente porque sao
relativamente seguros, altamente eficazes, possuem espectro de
atividade que inclui os patdgenos mais comuns, baixo grau de
toxicidade e custo ndao muito elevado (FONTOURA & MEDEIROS49,
1999; MYCEK et al.'”, 2001).
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Para Silva™ (1990) as penicilinas estdo entre as

substancias menos toxicas conhecidas, exceto se presentes em
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concentracdes excessivas, raramente produzem reagdes adversas nos
seres humanos.

H4 dois grupos de derivados da penicilina aos quais se
pode aplicar o termo amplo espectro. Um grupo inclui a ampicilina
(primeira penicilina de amplo espectro), amoxicilina, ciclacilina e
bacampicilina. O segundo grupo contém carbenicilina (primeira
penicilina com atividade contra Pseudomonas e espécie de Proteus
indol-positivas), ticarcilina, azlocilina (substincia com maior
atividade contra Pseudomonas aeruginosa), mezlocilina e piperacilina
(MONTGOMERY'”, 2000; OTERO & TEREZAN'", 2000).

Alves" (1994), assim como Tavares'’ (2001)
descrevem que a amoxicilina ou penicilina BRL2333 € uma penicilina
semi-sintética introduzida em 1970, resultante de pesquisas realizadas
no Laboratério Beecham, Inglaterra. Apresenta as mesmas
propriedades antimicrobianas e farmacodindmicas da ampicilina,
diferindo desta por sua melhor absor¢ao oral, motivo pelo qual a
maioria das apresentacOes comerciais da amoxicilina consiste em
formulagdes para este uso. Devido a sua maior absor¢ao, a duracdo da
acdo da amoxicilina é o dobro da ampicilina. Sua biodisponibilidade
por via oral utilizando como forma farmacéutica as cdpsulas € de
70 a 80%, enquanto nas apresentacoes em suspensdo oral a
biodisponibilidade atinge mais de 90%. Apresenta nivel plasmatico
efetivo contra a maioria dos microrganismos sensiveis por 8 a 12
horas.

A amoxicilina € um antibidtico bactericida ativo contra

microrganismos Gram-positivos e cocos Gram-negativos em baixas
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concentragdes. Produz concentracdes importantes na secre¢ao
bronquica, seios paranasais, bile e ouvido médio. Atravessa a barreira
hematoencefdlica de pacientes com meningoencefalites, atingindo
concentragdes eficazes no liquor. Atravessa a barreira placentédria
atingindo niveis terapéuticos no feto e no liquido amniético (LIRA et
al.”*, 2001; MAGINI & SCHIOCHETT”’, 2001).

A elimina¢do da amoxicilina ocorre principalmente por
via urindria. Assim como para as outras penicilinas, seu principal
efeito colateral estd relacionado a hipersensibilidade, sendo exantema
maculopapular, prurido, febre e eosinofilia as manifestacOes mais
freqlientes. VOmitos, nauseas, dor abdominal e diarréia, bem como

quadros de superinfec¢io também poderdo surgir (PAGE et al.'”,

2004).

A administracdo sistémica de penicilina,
particularmente as de amplo espectro como a amoxicilina, é de grande
valor no tratamento inicial de abscessos periapicais e periodontais
associados a drenagem, e na gengivite ulcerativa necrosante (GUN)
quando estiver associada a dor severa, febre ou linfoadenopatia
(SUTTER et al."*®, 1983; SALLUM et al.'*?, 1996).

1.7 (1982) o maior inconveniente

Segundo Valdés et a
das penicilinas € sua eventual degradacao pelas beta-lactamases. Esses
autores demonstraram que essas enzimas produzidas por patdgenos
especificos apresentam alta incidéncia em bolsas periodontais
profundas, e uma vez liberadas para o fluido gengival, irdo destruir

compostos susceptiveis tais como penicilina V, ampicilina e

amoxicilina.
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Segundo Oliveira'"

(1999) as penicilinas tém sido
escolhidas primariamente para quadros infecciosos e procedimentos
profilaticos da infec¢cdo em endodontia, e dentre elas, a amoxicilina
parece preencher melhor as necessidades clinicas.

Furtado & Simone® (2000) relataram que a origem da
endocardite infecciosa pode estar relacionada a procedimentos
odontoldgicos invasivos, 0s quais resultam em sangramento, fazendo
com que microrganismos presentes na cavidade bucal sejam levados a
corrente circulatoria, podendo alojar-se e desenvolver-se em pacientes
portadores de defeitos cardiacos anatdmicos congénitos ou adquiridos
e proteses valvares. Mortalidade substancial ocorre devido a esta
patologia, portanto, a preven¢ao primaria de endocardite infecciosa €
muito importante. As recomendagdes da terap€utica profildtica sdo
baseadas em estudos in vitro, experi€éncia clinica e modelos
experimentais em animais, sendo a amoxicilina o farmaco de primeira
escolha.

Veronese et al."”” (1999) enfatizaram que a amoxicilina
¢ o antibidtico de elei¢do para cobertura profilatica em individuos que
apresentam fatores predisponentes a endocardite.

1
Seabra'®

(2000) avaliou o uso da profilaxia com
antibidticos na cirurgia de colocacdo de implantes osteointegrados
com o intuito de encontrar um regime profilitico seguro, e também
eficaz contra o desenvolvimento de infeccdes pds-operatdrias locais.
O autor concluiu que o uso de 1g de amoxicilina 1 hora antes do ato

operatério, mais 500mg de 8 em 8 horas no pds-operatério por 24

horas apresentou os melhores resultados por reduzir o risco de
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infecgOes poOs-operatorias locais com a vantagem adicional de

diminuir o tempo de uso do antibidtico.

2.3.2 Metronidazol

O metronidazol € um nitromidazol sintético
padronizado de acordo com uma substincia antiparasitdria natural que
foi isolada de Streptomyces em 1955. Foi sintetizado por
pesquisadores do Laboratorio Rhone-Polenc-Specia, Franca, sendo
introduzido em 1959 na terapéutica da tricomoniase vaginal. Desde
entdo, o metronidazol tornou-se o farmaco de escolha para varias
infecg¢Oes por protozoarios devido a sua potente atividade giardicida e
amebicida. Uma observacdo de que os sintomas da Gengivite
ulcerativa necrosante (GUN) foram atenuados em uma mulher que
fazia uso de metronidazol para tratamento de tricomoniase vaginal
estimulou a pesquisa sobre os efeitos antibacterianos da substancia,
culminando com sua aprovacdo em 1981 para o tratamento de
infeccdes bacterianas  anaerébias (MONTGOMERY'”,  2000;
TAVARES™, 2001).

O metronidazol € ativo contra a maioria das bactérias
anaerObias, mas tem maior atividade contra anaerébios Gram-
negativos. E altamente eficaz contra Bacterioides, Fusobacterium,
Veillonella, Campylobacter, Clostridium, Treponema, Peptococcus e
Peptostreptococcus. Apresenta também potente agcdo contra

protozodrios anaerobios, incluindo Entamoeba histolytica, Giardia
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lamblia, Trichomonas vaginalis e Balantidium coli (SUTTER et a1.148,
1983; ALVES'', 1994; PAGE et al.'"”, 2004).

O metronidazol deve ser utilizado preferencialmente
associado a outros antibioticos, seu uso isolado deve ser evitado, pois
¢ eficaz em infeccdes exclusivamente anaerdbias, € sem a realizacdo
de cultura bacteriana estd informacdo ndo pode ser obtida
(FONTOURA & MEDEIROS®, 1999).

Sua acdo é quase sempre bactericida e protozoaricida.
Reage com o DNA bacteriano, causando sua inibi¢do, e, em algumas
situagdes, mutacdo do genoma bacteriano. Até hoje, existem poucos
relatos de resisténcia adquirida ao metronidazol (MIZIARA'™, 1998).

Em geral, o metronidazol € administrado por via oral,
uma vez que a formulacdo oral possui biodisponibilidade de
praticamente 100%; tem absor¢do rdpida e completa, produzindo
concentracdes plasmaticas em 1-3 horas, com meia-vida por volta de 7
horas. Dispoe-se também de preparacdes para uso retal e intravenoso.
O metronidazol distribui-se rapidamente por todos os tecidos,
atingindo altas concentracoes nos liquidos corporais, incluindo liquido
cefalorraquidiano. Parte do farmaco € metabolizado, enquanto a maior
parte é excretado na urina. Interfere no metabolismo do alcool, de
modo que o consumo do mesmo deve ser estritamente evitado durante
o tratamento (PAGE et al.'"?, 2004; RANG et al.'*, 2004).

A toxicidade do metronidazol para o ser humano ¢é
baixa; entretanto, mostrou-se mutagénico para algumas bactérias. Em

altas concentragdes provoca neoplasia de pulmdo em camundongos e
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de figado e mama em ratos, mas tais efeitos ndo foram observados em
hamsters e nio existe comprovagdo no homem (TAVARES™, 2001).
Os efeitos colaterais mais comuns incluem ndausea, anorexia, dor
epigastrica, estomatite, lingua pilosa negra e gosto metélico, sendo que
as superinfeccdes por Candida podem contribuir para algumas dessas
reacoes. Em doses muito altas, como foi administrado
experimentalmente em pacientes com cancer, o metronidazol pode
causar rash cutaneo, neuropatia periférica e varios distirbios no sistema
nervoso central (MONTGOMERYlOS, 2000).

E recomendavel evitar seu uso no primeiro trimestre de
gestacdo e também na nutriz, pois a substancia € eliminada no leite,
que fica com gosto desagraddvel, além de poder modificar a
microbiota intestinal do lactente (TAVARES™, 2001).

1.4 (2001) o metronidazol nao foi

Segundo Lira et a
adequadamente avaliado para uso na Odontologia. Foi demonstrado
ser eficaz para o tratamento da GUN, mas seu uso na maioria das
infecgOes dentdrias provavelmente serd limitado por ser ineficaz
contra bactérias aerdbias e facultativas. No entanto, por ser fortemente
ativo contra anaerdbios, pode ser util no tratamento da periodontite
avancada.

Britt & Pohlod® (1986) constataram que a
concentracdo obtida com o metronidazol no fluido gengival é igual
aquela obtida no plasma, porém ndo apresenta concentragdes iguais as

das tetraciclinas. J4 Magini & Schiochett’’ (2001) relataram que os

niveis de metronidazol no fluido sulcular sd@ao levemente maiores que
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aqueles encontrados no soro, resultando em concentracdes letais para
muitas bactérias do biofilme.

Soder et al.'"”’ (1990), Silva Netto et al.'** (1995) e

1.2° (1997) referiram que na tltima década, a importancia

Borba et a
dos microrganismos anaerdbios na iniciacdo e progressao da doenca
periodontal estd cada vez mais clara. Entretanto, existem algumas
limitagdes quanto a eficiéncia da raspagem e alisamento radicular em
controlar os patégenos em bolsas profundas, concavidades radiculares,
furcas ou em situacdes de invasdo bacteriana dos tecidos. Sendo
assim, a terapéutica periodontal com o emprego de metronidazol,
substancia especifica para anaerdbios, tem demonstrado efici€ncia na
diminui¢do da doencga periodontal, quando associada a raspagem e
alisamento radicular.

Em contrapartida, Clark et al.*

(1983) verificaram que
a administracio de metronidazol a pacientes sem evidéncias de
infec¢ao anaerdbia ndo apresentou resultados significantes.

Novaes Junior et al.''> (1987) apés cinco anos de
acompanhamento de um caso de periodontite juvenil generalizada
tratado com raspagem e alisamento radicular associado ao uso de
sisttmico de metronidazol, verificaram que apesar da paciente nao ter
cumprido rigorosamente o regime de manutenc¢do recomendado, o
tratamento executado obteve sucesso conseguindo-se regeneracao
Ossea na grande maioria das dreas.

Carvalho® (2002) avaliou os efeitos clinicos e

microbiolégicos da raspagem e alisamento radicular somente ou

associados ao metronidazol de uso sist€émico e/ou a profilaxia
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profissional periddica em individuos com periodontite cronica. O
autor concluiu que o grupo que recebeu raspagem e alisamento
radicular, 400mg de metronidazol de uso sist€mico trés vezes ao dia
por dez dias e profilaxia profissional periddica durante trés meses,
mostrou as maiores reducdes nas médias de profundidade de bolsa a
sondagem e nivel clinico de insercao.

Pilatti et al.'*' (2002) estudaram o uso coadjuvante de
um gel de clorexidina a 1%, gel de metronidazol a 10% ou gel
placebo, aplicados a nivel subgengival antes e imediatamente apds os
procedimentos de raspagem e alisamento radicular em dez pacientes
com doencas periodontal. Os resultados demonstraram reducgdes
estatisticamente significantes em todos os paradmetros clinicos
avaliados, porém ndo houve diferencas entre os grupos experimentais.
Os autores concluiram que os produtos avaliados ndo promoveram
beneficios adicionais em relagdo a terapia mecanica convencional,
ressaltando que novas formas farmacéuticas devem ser estudadas, no
sentido de proporcionar liberacdo controlada dos antimicrobianos, de
forma a manter niveis elevados da medicacdo por periodos
prolongados no interior da bolsa periodontal.

Ji Silva Netto et al.'®

(1997) relataram que nos
tratamentos onde o metronidazol foi aplicado diretamente na bolsa
periodontal por varios métodos, em varias concentragcOes € por varios
periodos, pdde ser observado um resultado efetivo do mesmo como
auxiliar do tratamento convencional. Além disso, o0s autores

demonstraram que no tratamento local com metronidazol foi possivel

conseguir efeito maximo com minima dose da medicagao.
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o142
Silva

(2002) verificou que o emprego topico da pasta
de metronidazol a 10% de lidocaina a 2% em alvéolos dentérios
acometidos por alveolite proporcionou redu¢do da dor mas ndo
reacOes adversas locais e/ou sistémicas, fatos que indicam o seu uso
como medicamento eficaz nos quadros de desconforto causados por
esse quadro patologico.

Clasen & Aun™ (2002) relataram caso de perda do
incisivo central superior direito por insucesso endodontico, onde foi
realizada cirurgia para colocacdo de implante. Apds 16 meses, o
paciente relatou dor a palpacdo nas regides apical e lateral da fixacdo
implantada. O diagnoéstico foi lesdo periimplantar lateral e durante os
procedimentos cirdrgicos confirmou-se que a lesdo era remanescente
do dente extraido. Preencheu-se a loja cirtirgica com pasta CFC
(ciprofloxacina, metronidazol e hidréxido de cdlcio). Na remocdo da

sutura ficou constatada auséncia de sintomatologia, mantendo-se o

estado de normalidade nos demais controles realizados.

2.3.3 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antibidticos bacteriostiticos de
amplo espectro, que inibem a sintese de proteinas nas bactérias.
Mostram-se eficazes no tratamento de infeccdoes causadas por
Chlamydia, Mycoplasma, Rickettsia e outras bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas. Todas as tetraciclinas exibem espectro de agao
semelhante, sendo a diferenca basica relacionada com as propriedades

farmacocinéticas. Apresentam propriedade de difundirem-se para o
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interior das células, o que as torna antibidticos de excelente acao
contra bactérias de localizacdo intracelular (MURRAY et al.'”®, 2000;
TAVARES™, 2001).

Seu amplo uso e freqiientemente abuso, resultou na
selecdo de vdérias cepas bacterianas resistentes, fato que reduziu sua
utilidade clinica. Estudos antigos ja relatavam que varias bactérias
Gram-positivas, incluindo aquelas isoladas de infeccdes orodentais,
apresentam graus varidveis de resisténcia as tetraciclinas. Portanto,
devido ao grande numero de cepas resistentes, o uso da tetraciclina
deve ser evitado (BERGNER-RABINOWITZ & DAVIES'®, 1970;
GOPALAKRISHNA & LERNER”, 1973).

Page et al.'”

(2004) descreveram que as tetraciclinas
geralmente sdo administradas por via oral. A absor¢do pelo trato
gastrintestinal € incompleta e varidvel, dependendo do paciente e da
presenca de alimento no estdbmago. A excecio da minociclina e
doxiciclina, o alimento retarda a absorcdo das tetraciclinas. Embora a
absor¢do seja incompleta, em circunstancias habituais sdo obtidas
concentracOes plasmaticas adequadas apds administracdo oral de
doses recomendadas durante o estado de jejum.

Como as tetraciclinas sao bacteriostaticas, devem ser
mantidas concentragdes no local da infec¢ao durante todo o periodo de
tratamento. Sao bem distribuidas na maioria dos tecidos e liquidos
organicos, incluindo saliva, liquido prostatico, liquido pleural, suor,
sémen e leite. Formam complexos com o célcio durante a calcifica¢ao

do osso, dentina e esmalte. Atravessam a placenta e as concentragcoes

fetais podem ser relativamente altas. Em graus varidveis, todos os
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derivados da tetraciclina sdo removidos do sangue pelo figado e
eliminados pela urina e bile (MIZIARA104, 1998; LIRA et a1.94, 2001).

Embora intoxicagdo grave seja rara, produzem grande
numero de efeitos adversos que podem ocorrer como conseqiiéncia
dos efeitos toxicos diretos, reagdes alérgicas e alteracoes da
microbiota. O efeito mais comum € a irritagdo gastrintestinal, que na
maior parte dos casos reflete um efeito toxico direto das substincias e
esta relacionado a dose. Os sintomas incluem anorexia, desconforto
epigastrico, distensdo abdominal, ndusea, vOmito, diarréia, ulceras
orais e irritacdo da regido perianal, sendo que a diarréia grave, pode
ser sinal de superinfeccdo. A administracdo de derivados da
tetraciclina foi associada a lesd@o hepatica, principalmente quando
usado em grandes doses (acima de 2g/dia) ou quando se administram
doses habituais na presenca de disfungdo renal. Devido aos potenciais
efeitos adversos induzidos pelas tetraciclinas no feto, ndo devem ser
usadas durante a gravidez, principalmente por atravessarem a placenta
e se fixarem nos tecidos 6sseos em formagao, o que pode resultar em
malformacdes Osseas e dentarias. Podem causar aumento da
insuficiéncia renal pré-existente e produzir sintomas nefrotoxicos em
pacientes predispostos a doenca renal (MONTGOMERY'?, 2000;
MAGINI & SCHIOCHETT”, 2001).

Mycek et al.'®”

(2001) relataram que a administracdo de
tetraciclina pode alterar drasticamente a natureza da microbiota
bacteriana normal e originar superinfec¢do por alguns microrganismos

como Candida. Segundo Tortora et al.””' (2000) as superinfeccdes
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podem atingir a cavidade bucal, intestino, vagina, € mais raramente oS
Orgdos internos.

As tetraciclinas sdo depositadas com o célcio sob a
forma de um complexo de ortofosfato de tetraciclina-calcio no osso e
nos dentes, durante periodos de calcificagdo ativa. O tempo e a
exposicdo a luz provocam oxidacdo da tetraciclina em substancia
marrom afetando permanentemente os dentes. A deposi¢do das
tetraciclinas no esqueleto do embrido e feto humanos pode deprimir o
crescimento 6sseo. De forma semelhante, pode ocorrer hipoplasia do
esmalte se administradas grandes quantidades durante a calcificacdo da
denti¢do decidua ou permanente (KLINE et al.*, 1964).

Maltz & Lacerda” (2001) verificaram que dos 85
pediatras questionados em Porto Alegre sobre influéncia de
medicamentos na formagdo dos dentes, 35,6% ndo mencionaram a
tetraciclina como prejudicial neste periodo.

As tetraciclinas sdo os antibidticos que mais foram
avaliados, principalmente pela capacidade de interagir com os tecidos
dentarios. Atingem niveis no fluido gengival maiores que os
sangiiineos. A concentracdo no fluido gengival de tetraciclina e
doxiciclina (derivado da tetraciclina) € de duas a quatro vezes maior que
no sangue (GORDON & WALKER®, 1993). A possivel explicagio
para esse fato € que as tetraciclinas podem fixar-se nas superficies
radiculares e, quando liberadas, continuam biologicamente ativas. Esta
propriedade ajuda a criar um reservatorio de substancias ativas as quais
ndo sdo facilmente levadas das bolsas periodontais pelo fluxo do fluido

gengival (BAKER et al."”, 1983).
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1.°% (1984) a tetraciclina inibe a

Segundo Golub et a
atividade colagenolitica nos tecidos do periodonto até mesmo durante
o processo de reabsor¢do dssea. Sendo assim, a inibi¢do da colagenase
iré facilitar a reparagao.

Para Sallum et al.'*? (1996) e Otero & Terezan''
(2000) um numero crescente de relatos sugerem que as tetraciclinas
podem ser muito benéficas no tratamento de certos tipos de doenga
periodontal. Um importante exemplo é a periodontite juvenil, uma
condicdo ligada a presenca de Actinobacillus actinomycetemcomitans.
As tetraciclinas sdo altamente eficazes contra essa espécie, além de
interromperem a rapida perda dssea associada a doenca.

Para Komman & Robertson®’ (1985), Novak et al.'’
(1991) e Christersson & Zambon® (1993) a maioria dos estudos
demonstrou que a raspagem e alisamento radiculares por si s6 foram
ineficientes para eliminar A. actinomycetemcomitans, porém quando
associados ao uso de tetraciclina e controles periddicos foram obtidos
melhores resultados.

A recorréncia de A. actinomycetemcomitans depois do
tratamento com tetraciclina, segundo Gordon & Walker® (1993), pode
ser devido a microrganismos dos sitios ndo instrumentados terem
atingido os sitios instrumentados; duracdo insuficiente do tratamento
com antibidtico ou presenca de cepas resistentes a tetraciclina. Com a
finalidade de amenizar o primeiro e segundo itens, esses autores
preconizaram o uso da tetraciclina por um periodo minimo de

duas semanas e o tratamento cirdrgico de todos os sitios profundos,



58

enquanto os sitios rasos devem receber raspagem e alisamento
radicular durante a cobertura antibidtica.

Assaf & Barboza Jdnior' (1998) revisaram a literatura
pertinente a aplicagdo da tetraciclina na Periodontia e concluiram que
os beneficios clinicos obtidos sdo devidos a sua alta concentracdo
no fluido gengival, amplo espectro de acgdo, propriedades
antiinflamatorias, capacidade inibitéria de colagenases intersticiais e
outras enzimas e inibicdo da reabsor¢do dssea. Entretanto, segundo
Magini & Schiochett’”’ (2001) se as bactérias que apresentarem
resisténcia apOs o tratamento forem patdgenos potencias, a doenca
periodontal pode nao somente se manter como também se agravar.

Silva et al."*' (1999) relataram que dreas com recessio
gengival causam tanto problema estético como sensibilidade
dentinaria. Os autores realizaram tratamento de recessdo duradoura e
profunda utilizando recursos de regeneracdo tecidual guiada
(membrana), combinada com condicionamento radicular (tetraciclina).
Os achados clinicos obtidos sugeriram que a técnica forneceu
resultados satisfatorios no tratamento das recessdes gengivais.

Bosco®' (2003) avaliou a influéncia do uso de solugio
aquosa de tetraciclina a 10% sobre o processo de reparo de alvéolos
dentais sob condigdes favoraveis ao desenvolvimento de alveolite e
sobre a microbiota envolvida nessa patologia, além de verificar o
percentual de microrganismos resistentes ao antimicrobiano. O autor
concluiu que o uso topico da solucdo de tetraciclina a 10% reduziu a
ocorréncia de alveolite nos modelos animais, mesmo quando em

condi¢cdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento desta infecgdo;
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modificou qualitativamente e quantitativamente a microbiota isolada
de casos de alveolite em ratos, reduzindo significativamente os
microrganismos anaerobios obrigatorios e, em particular, os Gram-
negativos. Levou a um aumento aparente na propor¢do de
microrganismos resistentes a tetraciclina apds o uso da mesma;
promoveu melhor qualidade no reparo do tecido 6sseo e recobrimento
epitelial da ferida mais acelerado e, através da andlise
histomorfométrica, foi evidenciada maior quantidade de tecido dsseo

neoformado, embora ndo estatisticamente significante.

2.4 Antibioticoterapia e candidose

2 L. .
1.2 (1980) descreveram casos clinicos de cinco

Gundry et a
pacientes, que desenvolveram disfagia persistente durante recuperac¢ao
de operacdo cardiaca. Quatro pacientes receberam quatro dias de
profilaxia antibidtica pré e pds-operatoria com cefazolina e cefalexina
e um tubo nasogastrico foi usado por menos de 24 horas no pos-
operatorio. O quinto paciente desenvolveu sintomas depois de terapia
antibidtica prolongada e variada. Candidose esofdagica foi
diagnosticada em coexisténcia com candidose bucal nos cinco
pacientes que utilizaram antibi6ticos.

Paldcios Hernandes et al.'"® (1987) apresentaram trés casos
de pacientes com endocardite infecciosa por Candida spp. Os
pacientes ndo eram imunodeficientes, mas passaram por cirurgia para

implantacdo de prétese cardiaca e terapia antibidtica por longo

periodo.
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J4 Castillo Caparros & Montijano Cabrera® (2002)
relataram um caso de endocardite em vélvula adrtica causada por
C. parapsilosis em um homem que recebeu antibioticoterapia
intravenosa prolongada poucos meses antes do ocorrido. Foi realizada
terapia antifungica especifica, remocdao de €mbolo e substituicdo
valvular. Entretanto a infec¢do nao pdde ser controlada e o paciente
veio a falecer poucos dias depois.

Enweani et al.* (1987), analisaram a incidéncia de
candidose entre 103 estudantes do sexo feminino da Universidade de
Jos (Nigéria). Das amostras de urina coletadas foram encontradas 42
amostras  positivas para Candida (40,78%). As espécies
predominantes foram C. albicans (38,10%) e C. tropicalis (21,43%).
Houve significante correlacdo entre a incidéncia de candidose e
fatores pré-disponentes como o uso de antibidticos e pilulas
contraceptivas, casos de gravidez e casos prévios de infeccdo do trato
urogenital. J4 o estado civil ou a idade ndo apresentaram efeito
significativo na incidéncia da doenca.

Virios locais da pele e do trato gastrintestinal de 57
criangas com otite média foram cultivados quantitativamente para
C. albicans por Honig et al.”’ (1988) antes e apds antibioticoterapia.
Terapia sist€mica durante dez dias com amoxicilina foi associado com
aumento na recuperacdo de C. albicans do reto e pele. Criancas que
desenvolveram dermatite por fralda tiveram aumento significativo no
numero de C. albicans recuperadas nesses locais. Os autores
concluiram que o uso de amoxicilina aumentou o risco de

desenvolvimento desse tipo de dermatite.
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Kinsman & Pitblabo® (1989) verificaram que a utilizagdo
de antibacterianos via oral ou parenteral atuou na promocdo do
aumento de crescimento de Candida na colonizagdo gastrintestinal em
ratos. No entanto, dentre os antibioticos utilizados o metronidazol nao
afetou os niveis de Candida.

1.1%0 (1994) também verificaram os efeitos da

Samonis et a
antibioticoterapia de amplo espectro na colonizacdo do trato
gastrintestinal de camundongos por C. albicans. Os ratos foram
alimentados com alimentos contendo C. albicans ou alimentagdo
normal. Subseqiientemente ambos os grupos receberam antibidtico ou
solucdo fisiologica por dez dias. Culturas das amostras foram
realizadas antes e no final da administragdo dos antibidticos € uma
semana depois da interrup¢do do tratamento. Observou-se que as
amostras de ratos que receberam alimentacdo com C. albicans e
antibioticoterapia apresentaram contagens substancialmente maiores
de Candida do que a dos ratos controle que receberam alimentagdo
com C. albicans e solucao fisiologica. Os autores concluiram que a
colonizagdo por Candida aumentou significativamente apds a
administracdo de antibioticos de amplo espectro como a ampicilina.

Samonis et al.'!

(1994), testaram o efeito de quatro
antibidticos na microbiota intestinal de humanos. Quarenta pacientes
com cancer que receberam terapia antibidtica foram estudados.
Amostras quantitativas de leveduras foram executadas imediatamente,
antes € no final de uma semana, apds o fim do tratamento com

antibidticos. A associacdo amoxicilina-clavulanato causou o maior € o

mais persistente aumento na colonizagdo gastrintestinal por leveduras.
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O resultado foi similar aqueles obtidos em modelos de candidose
gastrintestinal por C. albicans em ratos quando o0s mesmos
antibioticos foram usados.

Maraki et al.'®

(2001) verificaram que o uso de
amoxicilina e claritromicina de forma isolada ou combinada causam
aumento pequeno a moderado na colonizagdo do trato gastrintestinal
por Candida. Conseqiientemente, esses antibidticos devem ser usados
cuidadosamente em pacientes de risco para candidose originadas no
trato gastrintestinal.

1."* (2002) relataram o caso de uma

Ruiz-Sanchez et a
menina com oito anos de idade, que se apresentou com infec¢oes
recorrentes do trato respiratorio e foi tratada com antibioticoterapia de
amplo espectro. Apés isso, foi diagnosticado um quadro de candidose
intestinal sendo C. albicans a espécie isolada com maior freqiiéncia.
Os autores concluiram que tratamentos prolongados com antibidticos
de amplo espectro interferem na microbiota intestinal, resultando na
proliferacdo deste microrganismo, facilitando entdo o estabelecimento
de uma infecgdo.

Heron et al.% (1992) avaliaram um total de 2150
recém-nascidos, durante um periodo de 15 meses, onde foram
encontrados nove casos (0,4%) de candidose sist€émica neonatal. Com
o objetivo de caracterizar os principais fatores de risco envolvidos
nestes casos, foi realizada uma andlise retrospectiva dos mesmos. Os
autores verificaram que todos os casos haviam sido admitidos em

Unidade de Terapia Intensiva (com média de permanéncia de 26,4

dias), feito uso de nutri¢do parenteral prolongada e de pelo menos dois
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antibidticos por tempo médio de 8,1 dias. Observou-se que sete
(77,7%) dos nove recém-nascidos, apresentaram candidose
mucocutanea além de outras manifestacoes clinicas.

Heron et al.”’

em 1998, estudaram vinte pacientes com
candidose sistémica neonatal, sendo 12 do sexo masculino e oito do
feminino, todos apresentaram tempo minimo de permanéncia em
unidade de terapia intensiva de sete dias, fizeram uso de
antibioticoterapia de amplo espectro e receberam nutri¢cdo parenteral.
A mortalidade associada a candidose sist€mica neonatal neste caso foi
de 15% (3/20). Os autores asseguraram que o diagndstico € o
tratamento precoce sao fatores determinantes da mortalidade associada
a candidose sistémica, particularmente no periodo neonatal.

1.72 (1998) realizaram um estudo sobre

Jaraba Caballero et a
candidose sist€tmica em recém-nascidos admitidos na Unidade
Neonatal do Hospital Universitario em Cérdoba no periodo de margo
de 1994 a setembro de 1997. Os autores verificaram que a incidéncia
de candidose sist€émica foi de 0,62% (14 recém-nascidos).
Todos os pacientes apresentaram fatores pré-disponentes como
antibioticoterapia de amplo espectro, cateterizacdo intravascular
prolongada, nutricdo parenteral e ventilacio mecanica. A taxa de
mortalidade foi de 21%. C. parapsilosis foi isolada em sete casos e
C. albicans nos outros sete restantes. A conclusdo foi que a suspeita
clinica de candidose invasiva requer a remog¢dao dos cateteres e a
iniciacdo rdpida de terapia fungica sistémica para reduzir a taxa de

mortalidade.
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Gupta et al.* (1996) avaliaram os fatores de risco para
candidose bucal em recém-nascidos doentes. Das 650 criangas
atendidas na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal durante o periodo
de estudo, foram documentados vinte casos (3,1%) de candidose
bucal. Candidose aguda pseudomembranosa foi a forma de
apresentacdo mais comum (19 casos) e C. albicans foi isolada em
50% dos casos. Os autores observaram que os recém-nascidos que
desenvolveram candidose receberam antibidticos por um periodo de
(6,05 +/- 3,7 dias) e que das vinte criangas que apresentaram
candidose, 17 receberam antibidticos.

Gupta et al.®* em 2001, conduziram estudo pelo
periodo de seis meses para determinar as espécies de Candida
causadoras de candidemia em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal
e analisaram os fatores de risco associados. C. glabrata foi a espécie
mais comumente envolvida (42,1%). Significante candidemia foi vista
em 14/19 (73,6%) dos neonatais. Os fatores de risco associados a
candidemia incluiram uso de antibidtico de amplo espectro, uso de
nutri¢do parenteral e ventilagdo.

Flynn et al.”' (1993) relataram que espécies de Candida
respondem por aproximadamente trés quartos das infec¢Oes fungicas
em pacientes com cancer. Apos um periodo de 12 anos, 19 criangas
que receberam tratamento para leucemia, desenvolveram infec¢ao por
C. tropicalis. O uso de antibidticos de amplo espectro foi apontado
como um dos possiveis fatores de risco para o desenvolvimento deste

tipo de infecgao.



65

Vera et al.* (1998) relataram que o uso de antibidticos de
amplo espectro recomendados para profilaxia de infec¢do pancredtica
em pacientes com pancreatite aguda necrosante pode favorecer
infeccdo oportunista por varios agentes. Um dos exemplos que
freqiientemente ocorre nesses casos € a formacdo de abscesso
pancreatico por Candida.

Yang et al.'® (2003) verificaram que a incidéncia de
infec¢cdo por Candida nos pacientes com pancreatite aguda necrosante
estudados, foi de 17,9% (14/78) e a taxa de mortalidade foi de 28,6%
(4/14). A incidéncia no grupo que recebeu profilaxia antibidtica foi de
19,4% (12/62) e a mortalidade foi de 25% (3/12). No grupo que nao
recebeu profilaxia foi de 12,5% (2/16) e 50% de taxa de mortalidade.
Os autores concluiram que o tratamento profildtico antibidtico pode
prevenir um curso séptico da pancreatite aguda necrosante, porém,
pode favorecer a evolucdo de infec¢ao por Candida.

Tres & Urtiaga'

(2001) pertencentes ao Centro de
Vigilancia Farmacologica de Navarra realizaram uma estimativa da
incidéncia de candidose e sua relagdo com o consumo de antibidtico
de amplo espectro. Dos 1.430 pacientes tratados, 49 apresentaram
casos de candidose localizada, sendo a penicilina o grupo de
antibidtico mais freqiientemente envolvido.

Levy et al.”” (2002) acompanharam o caso de uma
crianca de trés meses com doenca granulomatosa cronica
apresentando febre e hepatoesplenomegalia. O paciente foi medicado

com antibioticoterapia de amplo espectro, gama-interferon e

posteriormente anfotericina B. Bidpsia do figado revelou presenca de
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leveduras, além de crescimento de C. lusitaniae nas culturas de sangue
e urina.

136(2002) verificou que numerosos estudos tém

Tufano
identificado fatores de riscos comuns para o desenvolvimento de
infeccOes fungicas nos ultimos anos. Entre os mais citados estdo a
antibioticoterapia de amplo espectro, uso de cateteres, nutricdo
parenteral e imunossupressao. Dado aos beneficios de se iniciar uma
terapia o mais cedo possivel, um diagndstico rdpido e preciso €
essencial. Sendo assim, € importante para o clinico conhecer e
identificar os fatores de risco, de modo a evitar a instalacio do
processo infeccioso.

1.160 (2002) estudaram os fatores envolvidos

Viudes et a
com candidemia no Hospital Universitario La Fe (Espanha) de 1995 a
1997. Candida spp. foi isolada na cultura de sangue de 145 pacientes
sendo que 32% eram criangas e destes 25% eram neonatos. A espécie
mais comumente isolada foi C. albicans e entre os fatores de risco
incluiram além de outros a terapia com antibidticos de amplo espectro.
A taxa de mortalidade foi de 44%, sendo 50% em criancgas e 50% em
adultos.

Goldani & Mério”’ (2003) verificaram que C. tropicalis
¢ causa freqiiente de fungemia em hospitais na América Latina.
Nos hospitais do Brasil, C. albicans (33%) foi a espécie mais
freqiientemente isolada, seguida por C. parapisilosis (27%) e
C. tropicalis (24%). Os autores realizaram uma revisao de 27 casos de

fungemia por C. tropicalis ocorridos no Hospital de Clinicas de Porto

Alegre de 1996 a 1999. A idade média dos pacientes foi 32 anos.
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Todos os pacientes encontravam-se em tratamento com antibioticos de
amplo espectro por pelo menos sete dias. A presenca de febre foi a
manifestacio clinica mais freqiiente (92,5%). A taxa de mortalidade
foi de 48,1%, e sete (53,4%) das 13 mortes ocorreram dentro dos dez
dias de detec¢do da candidemia.

Schelenz & Gransden'® (2003) realizaram anélise
retrospectiva de 128 casos de candidemia em um hospital de Londres
entre 1995 e 2001 e verificaram que a incidéncia dessa patologia
aumentou de 0,2/1000 admissdes em 1995 para 0,5 e 0,4/1000
admissdoes em 2000 e 2001, respectivamente. Antibioticoterapia
representou 74% dos fatores de risco, sendo a espécie mais isolada

C. albicans (64%) e a taxa de mortalidade 35%. Os autores
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incluindo endoftalmites e choque séptico. A taxa de mortalidade
associada com candidemia foi de 46%. Os autores concluiram que
para a realizacdo de um diagndstico precoce de candidemia, a
realizacdo de culturas de sangue e exame oftalmologico sdo
essenciais, € se O paciente apresentar suspeita de ter cateter
relacionado a infeccdo este deve ser removido rapidamente.

Bessa et al.'” (2004) avaliaram 1211 criancas
brasileiras para verificar a prevaléncia de alteracdes na mucosa bucal.
As criangas foram divididas em dois grupos: zero a quatro anos e
cinco a 12 anos. A freqiiéncia de criancas que apresentaram alteracdes
foi de 27%, sendo maior no segundo grupo. Porém, os resultados
mostraram que candidose pseudomembranosa e atréfica foram
encontradas com maior freqiiéncia no grupo de zero a quatro anos, e
que seu aparecimento estd associado ao uso recente de antibidticos
(especialmente os de amplo espectro) e ao uso de chupetas. Os autores
concluiram que a freqiiéncia de alteracbes na mucosa bucal de
criangas € alta e aumenta com a idade, além de poder estar associada

com a histéria médica e os habitos dos pacientes.

2.5 Candidose bucal experimental em ratos

Ao tentar esclarecer os mecanismos relacionados com a
patogé€nese da candidose bucal, pesquisadores desenvolveram muitos
modelos em varios animais experimentais, principalmente em ratos
Sprague-Dawley e Wistar por apresentarem facilidade de manuseio,

baixo custo e tamanho suficiente da cavidade bucal para inoculacdo de
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C. albicans e coleta de amostras (ALLENZ, 1994; ALLEN & BECK",
1987; ALLEN et al.’, 1988; ALLEN et al.’, 1989; REED et al.'*,
1990; LACASSE et al.*, 1990; JORGE et al.”, 1993; O'GRADY &
READE'"”, 1993; ALLEN et al’, 1994; TOTTI et al.", 1996;
TOTTI'™, 1998; SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE',
2001).

A necessidade de um modelo animal para o estudo da
Candidose bucal surgiu devido ao fato dos seres humanos
apresentarem algumas variagdes do ponto de vista cientifico, seja com
relacdo a raca, cultura, dieta, hdbitos sociais, resposta imunoldgica e
fisiologia bucal que poderiam influenciar no desenvolvimento natural
da infeccdo. J4 o modelo animal possibilita maior padronizacdo dos
fatores envolvidos na candidose e subseqiiente comparacdo dos
resultados (ALLEN et al.9, 1994; SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE"™, 2001).

C. albicans apresenta predilecao por locais anatdmicos
especificos da cavidade bucal, sendo o dorso da lingua o reservatorio
primdrio dessa levedura e o restante da mucosa, superficie dos dentes,
biofilme dentdrio e saliva sitios secundirios (ARENDORF &
WALKER", 1980; SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE'",
2001).

Jones & Adams” (1970) foram os primeiros autores a
demonstrar candidose bucal induzida pela inoculagdo oral com
C. albicans em ratos. Um volume de 0,25mL de suspensdo de
C. albicans, contendo 3 X 10% células viaveis/mL, foi inoculado na

cavidade bucal desses animais. Esse estudo demonstrou, apds dez dias



70

de observagdo, colonizacao por Candida em todos os ratos estudados
produzindo lesdes parecidas com as de candidose bucal em humanos e
evidéncias histoldgicas de candidose em 50% dos animais.

Em 1973, Russel & Jones'” estudaram os efeitos da
dieta normal ou rica em carboidratos na presenca de Candida e
candidose na cavidade bucal de ratos tratados com tetraciclina na dgua
de beber (0,1%). A administracdo de tetraciclina resultou em
persisténcia de C. albicans em 100% dos animais ap6s um periodo de
24 dias. Lesoes teciduais foram observadas principalmente no dorso
da lingua, onde foi verificada perda das papilas filiformes,
hiperqueratose, acantose e presenca de infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear. Os autores concluiram que tanto a persisténcia de
Candida como as alteragcdes histolégicas nio foram influenciadas pela
dieta, e que a administracdo de tetraciclina resultou na persisténcia
dessas alteracoes.

1" (1974) descreveram caracteristicas

Jones & Russe
histologicas de infec¢do por Candida ap6s inoculacdo de leveduras na
cavidade bucal de ratos tratados com tetraciclina. Os autores
verificaram que apos 22 semanas, apenas dois dos quarenta animais
apresentavam alteracOes microscopicas na lingua, sugerindo que os
efeitos da infeccao por Candida foram reversiveis.

Fisker et al.*® (1982) inocularam C. albicans na
cavidade bucal de ratos tratados com tetraciclina por uma semana, e
recuperaram leveduras em 100% desses animais na primeira semana

apOs a primeira inoculacdo. A incidéncia diminuiu nas semanas

seguintes chegando a 33% na quinta semana. Gengiva marginal,
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mucosa jugal, sulcos alveolares e dorso da lingua representaram
98,8% dos focos de infeccao. O estudo confirmou que candidose bucal
pode ser induzida experimentalmente em ratos Wistar adultos apds
medicacao inicial com tetraciclina.

Allen et al.® (1982) verificaram que apés inoculagido e
administracdo de tetraciclina, tanto os grupos sacrificados apos 24
semanas como os grupos sacrificados apds quarenta semanas
apresentaram alteracdes clinicas bem delimitadas, além disso, foram
encontrados aspectos semelhantes aos da glossite romboide mediana
em humanos. Os autores concluiram que C. albicans, é o agente
etiologico responsavel pela patog€nese das lesOes caracteristicas da
lingua de ratos.

Em 1985, Allen et al.’ verificaram os efeitos da
tetraciclina na patogenicidade da candidose cronica em lingua de
ratos. Dois grupos foram utilizados, o Grupo I foi tratado com
tetraciclina na agua de beber e o Grupo II recebeu apenas &dgua
destilada. Ambos os grupos foram submetidos a trés inoculagcdes de
C. albicans em dias alternados durante uma semana e depois em
intervalos semanais at¢ o fim do experimento. Decorridas vinte
semanas, lesdes clinicas e histolégicas foram observadas em 16 dos
vinte animais do Grupo I (80%) e 17 dos vinte animais do Grupo II
(85%), portanto, ndo houve diferenca significativa no nimero de
lesdes entre os dois grupos. Entretanto as lesdes do Grupo I eram
significativamente maiores do que as do Grupo II. Os resultados
sugeriram que a exposi¢ao ao antibidtico ndo foi um fator essencial no

desenvolvimento de candidose cronica experimental, porém, o uso de
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solugdo de tetraciclina propiciou o aparecimento de grandes areas de
lesdes.

Em 1989, Allen et. al.’> avaliaram o desenvolvimento de
lesdes cronicas de candidose no dorso da lingua de ratos, previamente
inoculados com Candida albicans, através de analise clinica,
microscopia optica e eletrOnica de varredura. Os autores observaram
que na primeira semana ap0s a inoculagdo, poucas alteracdes puderam
ser observadas clinicamente.  Histologicamente foi observada
presenca de hifas na camada de queratina do epitélio. As maiores
alteracOes foram observadas durante a segunda e terceira semanas com
presenca evidente de destruicdo das papilas linguais. Essa destruicdo
iniciou-se na regido de papilas gigantes, e gradualmente foi
aumentando, abrangendo a regido de papilas conicas e simples. Os
autores verificaram que uma unica inoculacdo, com amostra virulenta
de C. albicans, foi suficiente para induzir lesdo na por¢do mediana
posterior do dorso da lingua de ratos que ndo foram tratados com
antibidticos ou agentes imunossupressores.

1.7 (1993) estudaram o efeito da xerostomia,

Jorge et a
induzida pela remocdo cirurgica das glandulas salivares maiores, na
presenca de Candida na cavidade bucal de ratos. Apos inoculagdes de
C. albicans durante 32 semanas, 20% dos animais normais € 70% dos
ratos xerostomicos apresentaram infeccdo por Candida na lingua.
Candidose foi mais freqiiente nos ratos com xerostomia, mas O
aspecto microscopico, foi similar em ambos os grupos.

Jorge et al.”” (1993) empregando metodologia

semelhante verificaram que cinco semanas apds a ultima inoculagdo,
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C. albicans pdde ser recuperada em 50% dos ratos controle, enquanto
nos ratos com xerostomia houve aumento significativo da quantidade
e permanéncia de C. albicans na cavidade bucal por mais de quatro
meses apos a inoculacdo, com necessidade de uma quantidade minima
de antibidtico. Portanto, os estudos demonstraram que a
sialoadenectomia predispde a candidose bucal, confirmando dessa
forma a importancia dos constituintes salivares na protecdo contra
fungos.

O’Grady & Reade'” (1993) elaboraram um modelo
experimental para verificar o papel do trauma térmico na infec¢do
bucal por Candida em ratos. No grupo de animais em que realizou
somente a inoculacdo da levedura, demonstrou-se evidéncia de
infec¢do por Candida a partir do sexto dia do experimento. No grupo
de ratos em que houve somente trauma (através da aplicacdo de um
tubo de cobre a 60° C por cinco segundos no dorso da lingua), sem
inoculagdo do microrganismo, seguiu-se um processo habitual de
cicatrizagdo, sem evidéncias de infec¢do. J4 no grupo em que se
procedeu tanto ao trauma quanto a inoculacdo de Candida, houve
significativo aumento na capacidade de invasao tecidual em relagcdo ao
grupo que foi somente inoculado. Os autores concluiram que o trauma
facilitaria a acdo de enzimas, pelo rompimento da integridade epitelial,
facilitando a aderéncia e invasdao mais rapida de fungos.

Totti et al.'”?

(1996) verificaram a persisténcia de
diferentes espécies de Candida na cavidade bucal de ratos normais e
sialoadenectomizados por um periodo de trinta dias. Grupos de seis

animais foram inoculados com C. albicans, C. parapsilosis,
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C. tropicalis, C. guilliermondii e C. krusei. Tanto nos animais controle
como nos xerostdmicos, a unica espécie recuperada em grandes
quantidades e em todos os periodos foi C. albicans. Os autores
concluiram que a sialoadenectomia favoreceu a implantacdo de
C. albicans, ndo influenciando na colonizacio das outras espécies.

Em 2001, Kamai et al.** medicaram camundongos com
acetato de cortisona subcutaneamente e tetraciclina na dgua de beber
com a finalidade de desenvolver um modelo de candidose orofaringea
em camundongos. Apds a imunossupressdo, os animais foram
anestesiados, e a seguir, uma bolinha de algoddio com 3mm de
diametro e com 100uL de suspensio de C. albicans (10° células/mL)
foi colocada sublingualmente na cavidade bucal durante duas horas. O
nimero de microrganismos nos tecidos bucais dos animais que
receberam acetato de cortisona foi significativamente maior do que
nos ratos que niao receberam medicacdo, independente do uso de
tetraciclina. Este resultado indicou que o acetato de cortisona induziu
e manteve um alto nivel de infec¢cdo, e que o modelo desenvolvido
pode ser utilizado para o estudo da candidose orofaringea em
camundongos.

Junqueira® (2003) avaliou o desenvolvimento de
candidose e a recuperacdo de Candida albicans na cavidade bucal de
ratas controle e ovariectomizadas. O autor verificou que a morfologia
do dorso da lingua do grupo ovariectomizado ndo infectado por
Candida foi1 semelhante ao controle, e entre as ratas infectadas, o
grupo ovariectomizado exibiu menor quantidade de lesdes em relacao

ao controle. A recuperacdo de C. albicans da cavidade bucal dos
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animais ovariectomizados foi inferior aos controles em todos os
periodos de observacdo. O autor concluiu que a candidose e a
recuperacao de C. albicans na cavidade bucal das ratas foram menos
freqiientes no grupo ovariectomizado em rela¢ao ao controle.

1. (2003) desenvolveram modelo de

Takakura et a
candidose pseudomembranosa na cavidade bucal de camundongos. Os
animais foram imunossuprimidos com duas injecdes subcutaneas de
prednisolona e tratados com tetraciclina na agua de beber. A
inoculacao de C. albicans foi realizada através de suspensao contendo
2,5 x 107 células vidveis/mL, aplicada no dorso da lingua de
camundongos previamente sedados. A sedagdo foi realizada através da
inalacao de €ter e injecdes intramusculares de clorpromazina nas doses
de 2, 10 e 50mg/kg, que proporcionam um periodo de sedacgio,
respectivamente de 5 min, 1,5h, 3h e 24h. Durante sete dias apds a
inoculacdo de C. albicans foram realizadas recuperacdes de leveduras
da cavidade bucal e andlises macroscopicas das lesdes no dorso da
lingua. O grau de infec¢ao aumentou conforme o tempo de sedacao,
indicando que 10mg/kg (3h) de clorpromazina foi a dose ideal para
esse modelo de candidose experimental. Houve também uma
correlacdo positiva entre a contagem de leveduras (ufc/mL)
recuperadas da cavidade bucal e a quantidade de lesdes de candidose
pseudomembranosa formadas na lingua, sugerindo que as lesdes

clinicas refletem o grau de colonizacdo da cavidade bucal por

C. albicans.
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3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram estudar os efeitos da

penicilina, metronidazol e tetraciclina:

a) no desenvolvimento de candidose no dorso da
lingua de ratos, utilizando-se andlise macro e

microscopica;

b) na recuperacdo de Candida albicans da
cavidade bucal de ratos submetidos a
antibioticoterapia e ratos controle, apods

inoculagdes desta espécie.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentacio Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) sendo aprovado pelo
Comité de FEtica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia do
Campus de Sao José dos Campos/UNESP, sob protocolo n°® 040/2002-
PA/CEP (Anexo A).

Foram utilizados 102 ratos (Rattus norvegicus,
Albinus, Wistar) com dois meses de idade e peso inicial de
aproximadamente 200g, provenientes do Biotério da Faculdade de

Odontologia de Sao José dos Campos/UNESP

4.2 Pesquisa da colonizacao natural por leveduras do género

Candida na cavidade bucal dos ratos

Foi determinada inicialmente a colonizac¢ao natural por
leveduras do género Candida na cavidade bucal de todos os animais.
Para isso coletou-se material do dorso da lingua, utilizando-se swab
esterilizado, o qual foi imediatamente semeado em duplicata, na
superficie de placas contendo d4gar Saboraud dextrose (Difco),
adicionado de 0,Img de cloranfenicol (Carlo Erba - 0,1mg por mL de

meio). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, permanecendo
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por mais cinco dias a temperatura ambiente. Apos esse periodo, ao se
observar o crescimento de colOnias esféricas, branco-foscas, com
aparéncia de porcelana, medindo 4 a 8mm de didmetro de odor
caracteristico, foi realizada a contagem de unidades formadoras de
colonias por placa (ufc/placa). A seguir, foram feitos esfregacos
corados pelo método de Gram.

Quando na microscopia, eram observadas células
ovaladas, Gram-positivas, com ou sem brotamento, apresentando
aspecto caracteristico de Candida; as colOnias eram transferidas para
tubos contendo dgar Sabouraud dextrose inclinado, para obtengdo de
culturas puras.

Os ratos positivos para leveduras do género Candida
nao foram utilizados nesse trabalho, sendo entdo substituidos por

outros animais.

4.3 Grupos experimentais

A pesquisa constou de duas etapas. Na primeira etapa
do experimento foi estudada a candidose experimental, na qual foram
utilizados 72 animais, sendo 54 submetidos a antibioticoterapia e 18
controles. Na segunda etapa do experimento, foi realizada a
recuperacao e contagem de Candida albicans da cavidade bucal de 24
animais, 18 submetidos a antibioticoterapia e seis controle.

Os 72 ratos que participaram da primeira etapa do
experimento foram divididos em quatro grupos: a) animais que
receberam Penicilina; b) animais que receberam Metronidazol; c)

ratos que receberam Tetraciclina; e d) animais que receberam 4agua
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destilada. Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos contendo
cada um seis animais (Quadro 1).

Todos os grupos foram inoculados com Candida
albicans por trés dias consecutivos. A partir do primeiro dia de
inoculagdo o grupo P recebeu Penicilina (Amoxil), o grupo M recebeu
Metronidazol (Flagyl) e o grupo T Tetraciclina (Cloridrato de
tetraciclina manipulado na forma suspensdo). Os subgrupos P7, M7 e
T7 receberam medicagdo por sete dias, enquanto P15, M15 e T15 por
15 dias, e, finalmente os subgrupos P30, M30 e T30 foram medicados
por trinta dias.

Ap6s o respectivo periodo de medicacdo, os animais
foram sacrificados e suas linguas avaliadas tanto macro quanto

microscopicamente.

Quadro 1 — Distribui¢do dos animais de acordo com o antibidtico € o
periodo de medicacdo a ser utilizado na Candidose

experimental
Grupos Subgrupos (n=6) Total
- 7 dias
Penicilina 15 dias 18
30 dias
) 7 dias
Metronidazol 15 dias 18
30 dias
... 7 dias
Tetraciclina 15 dias 13
30 dias
, 7 dias
Controle - Agua 15 dias 13
30 dias
Total 72
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Na segunda etapa do experimento formou-se um novo
grupo contendo 24 animais (grupo R), contendo 18 ratos que foram
submetidos a antibioticoterapia e seis como controles. O grupo R
também foi subdividido em quatro subgrupos (RP, RM, RT e RC)
todos compostos por seis animais, 0s quais receberam penicilina
(Amoxil), metronidazol (Flagyl), tetraciclina (cloridrato de tetraciclina
manipulado na forma suspensao) e dgua, respectivamente (Quadro 2).

Iniciou-se antibioticoterapia para todos os subgrupos
com sete dias de antecedéncia da primeira coleta e a partir do quinto
dia de medicagdo os animais foram inoculados com suspensdo de
C. albicans por tr€s dias consecutivos. A medicagdo foi administrada
até a recuperagao de duas culturas negativas para leveduras em todos

os animais do subgrupo controle.

Quadro 2 - Distribuicdo dos animais de acordo com o antibidtico a ser
utilizado na recuperacgdo e contagem de Candida albicans

Grupo Subgrupos n
Penicilina 6
Recuperacio Metronidazol 6
Tetraciclina 6
Controle - Agua 6
Total >

4.4 Sedacao

O Rompun (cloridrato de 2-(2,6 xilidino)-5,6 dihidro-
4H-1,3-tiazina) € um sedativo analgésico e relaxante muscular e o

Francotar (ketamina base) um anestésico geral. Os ratos foram
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sedados para a realiza¢do da inoculagdo e da recuperagdo com solugao
de Rompun (Bayer) e Francotar (Virbac) na propor¢do 1/0,5mL na

dose de 0,05mL/100g de peso corporal, via intramuscular.

4.5 Preparo da suspensao de Candida albicans

A suspensdo de Candida inoculada na cavidade bucal
dos ratos foi preparada utilizando-se cepa padrao de C. albicans
(F-72), proveniente do laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos/UNESP, isolada de individuo
que apresentava estomatite por protese total. Esta cepa apresenta alta
letalidade para camundongos e € produtora de proteinase,
hialuronidase, condroitin-sulfatase e fosfatase (ALMEIDA', 1991).

Para obtencdo de uma suspensio com numero
conhecido de microrganismos, a cepa foi semeada em dgar Saboraud
dextrose e incubada a 37°C por 48 horas. O crescimento foi suspenso
em SmL de solucdo fisiolégica esterilizada (NaCl a 0,85%) e
centrifugado a 1300Xg durante 10 minutos, desprezando-se o
sobrenadante. Esse procedimento foi repetido novamente e o
sedimento foi ressuspenso em SmL de solugdo fisioldgica esterilizada
(NaCl a 0,85%).

A contagem do numero de células vidveis da suspensao
foi feita em camara de Neubauer, apds coloracdo prévia com azul de
metileno a 0,05% (REED et al.'*, 1990) e a suspensdao foi
padronizada de forma a se obter a concentracio de 5 X 10° células

viaveis/mL.
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4.6 Inoculacao da suspensao de Candida albicans

Os ratos receberam um indculo de células viaveis de
C. albicans por trés dias consecutivos, colocando-se 0,2mL da
suspensao de C. albicans na cavidade bucal dos animais ja sedados,
com auxilio de seringa descartivel de ImL e agulha 30 X 8mm de
ponta romba. Imediatamente apds a inoculagdo, o material foi
espalhado uniformemente pela mucosa do dorso da lingua, com

auxilio de swab previamente esterilizado e embebido na suspensao.

4.7 Preparo e administraciao da medicacao

Os antibioticos utilizados apresentavam-se na forma
farmacéutica de solucdo, possibilitando sua administracdo através da
agua de consumo didrio dos animais. A dosagem para cada antibidtico
foi calculada conforme posologia recomendada por Tavares'° (2001),
onde a dose a ser utilizada foi multiplicada pelo peso médio dos ratos
(Quadro 3).

Na semana anterior ao inicio do experimento, foi
controlada a quantidade de dgua consumida pelos animais de modo a
tornar o calculo para a pesquisa mais preciso. Dessa forma, sabendo-
se que um rato consumiu aproximadamente 30mL de 4gua por dia, a
dose recomendada de medicamento para cada animal foi acrescida a
dgua de consumo, diariamente, por volta das 17:00 horas. No dia
seguinte, observava-se o total de dgua consumido, pois caso essa
viesse a se esgotar, uma nova recarga de dgua pura era realizada até o

horério pré-estabelecido de reposi¢dao da medicagao.
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Durante todo o experimento os animais foram
alimentados normalmente e o peso controlado semanalmente para se

verificar a necessidade de aumento da posologia utilizada.

Quadro 3 - Posologia a ser recebida por cada grupo na candidose
experimental e na recuperagdo e contagem de Candida

albicans
Grupos Dose recomendada
Penicilina 30mg / kg / dia
Metronidazol 22,5mg / kg / dia
Tetraciclina 30mg / kg / dia
Controle Controle - 4gua

4.8 Observacao da candidose experimental na lingua dos ratos

4.8.1 Periodo de sacrificio

Realizada a inoculagdo com Candida albicans e
tendo sido cada subgrupo medicado pelo periodo proposto, os
animais foram anestesiados, e posteriormente decapitados em
guilhotina sendo suas linguas removidas para andlise macroscopica

e, também processadas para andlise em microscopia de luz.

4.8.2 Anélise macroscopica

Observacgdes e documentagdes macroscopicas do dorso

da lingua foram realizadas com auxilio de lupa estereoscOpica (Zeiss),
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com aumentos crescentes de 6,5, 8, 10 e 12,5 vezes, onde foram

procuradas lesdes clinicas caracteristicas de candidose.

4.8.3 Microscopia de luz

Para andlise em microscopia de luz, as linguas foram
fixadas em formol a 10% por 24 horas e seccionadas em duas partes
no sentido sagital. Apds inclusdo em parafina, foram obtidos cortes de

Sum de espessura, corados pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina
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Quadro 4 — Escores atribuidos aos campos histoldgicos para andlise do
grau de colonizacdo do epitélio por Candida albicans

Escores Quantidade de leveduras/hifas
0 Auséncia
1 delabs
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Ap6s o periodo de incubagdo, coldnias tipicas de
Candida foram contadas nas placas que exibiram entre trinta a
trezentas coldnias. Placas com nimero de colonias inferior a trinta na
dilui¢do 107 foram consideradas como 10" células de Candida.

A cada coleta, foram escolhidas aleatoriamente uma
placa com coldnias caracteristicas de Candida, de um animal
medicado e um controle, para obtencdo de culturas puras,

identificacdo e confirmacio da espécie recuperada.

4.10 Identificacao dos isolados

As cepas isoladas durante a pesquisa do género
Candida e na recuperacdo e contagem de Candida albicans foram
identificadas de acordo com Samaranayake & MacFarlane'” (1990) e

135

Sandvén ™ (1990), através da realizacdo das seguintes provas:

4.10.1 Formacao de tubo germinativo

Uma al¢a de cultura pura de 24 horas da levedura foi
adicionada em tubo de ensaio (130x17mm) contendo 0,5mL de soro
estéril de coelho. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C
por duas e lidos em até trés horas. A formagao de tubo germinativo foi
observada em microscopio de luz, colocando-se uma gota da

suspensdo entre lamina e laminula.
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4.10.2 Microcultivo

Utilizou-se meio Corn Meal Agar (Difco) adicionado
de 1% de Tween 80. Para a execu¢do da prova, o dgar previamente
fundido foi distribuido em laminas de vidro colocadas no interior de
placas de Petri esterilizadas. Apds solidificacao do agar, cada cepa de
levedura a ser testada foi semeada em estria na superficie do meio e
sendo colocada uma laminula no centro da lamina. Apds incubagdo
por 48 a 72 horas a temperatura ambiente, realizou-se leitura em
microscopia de luz (aumento de 400 vezes), observando-se presenca

de clamidoconideos, leveduras e hifas.

4.10.3 Fermentacgao de carboidratos

Utilizou-se caldo vermelho de fenol (Difco) distribuido
em tubos de ensaio, contendo tubos de Durhan em seu interior
autoclavados a 121°C/15 minutos. Cada acucar (galactose, glicose,
maltose, sacarose e lactose), foi esterilizado por filtracdo (filtro
Millipore, GSWP-02500), e adicionado de forma a obter concentracao
de 1%. Os tubos foram semeados a partir de cultura pura de 24 horas
da levedura em dgar Sabouraud dextrose. A leitura foi realizada apds
48 horas e confirmada apds uma semana, considerando-se a producao
de 4cidos pela alteracdo de pH do meio (mudanca da cor vermelha
para amarela) e a producao de gas pela formacgao de bolhas no interior

dos tubos de Duhran.
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4.10.4 Assimilacdo de carboidratos

Preparou-se uma suspensdo de levedura em solucdo
fisioldgica esterilizada (NaCl 0,85%), a partir de cultura pura de 24
horas, semeada em dgar Sabouraud dextrose, obtendo-se concentra¢ao
correspondente ao tubo 10 da escala McFarland. Foi colocado 0,1mL
dessa suspensdo em placa de Petri esterilizada. Em seguida, meio de
cultura quimicamente definido (Quadro 5), previamente liqiiefeito a
temperatura de 45°C, foi vertido na placa sobre a suspensdo de
levedura agitando-se delicadamente (semeadura em pour plate).

Ap6s solidificacdo do meio de cultura, discos de papel
filtro, esterilizados e embebidos em solu¢cdo de carboidratos a 10%
(glicose, maltose, sacarose, lactose, galactose e rafinose), foram
colocados a intervalos regulares na superficie do meio. Apds
incubacdo de 48 horas a 37°C, a leitura da prova foi realizada pela
observacdo da formac¢do de halo de crescimento da levedura ao redor

do agucar assimilado.

Quadro 5 — Constitui¢do do meio de cultura quimicamente definido,
utilizado para prova de assimilacdo de carboidratos

Sulfato de AmoOnia (Reagen)..........cccceeveeeeeeciiiiiineiiiiineeennnee, 5,0g
Fosfato de potdssio basico (Merck)..........ccoccueveveciiiinnueennnnnne. 1,0g
Sulfato de Magnésio (Reagen).........cccccccuvvvveeeenicnieieerencnnnnen.. 0,5g
DIt T —— 20,0g
Agua destilada (GSP.)......o.vveveeeeeeeeerereereeeereeereeeeeeeeeeeeeeeree. 1000mL




89

4.10.5 Interpretacdo das provas

Os resultados obtidos nas provas de identificacio

foram interpretados conforme Apéndice A, Quadro 6.

4.11 Analise estatistica

A andlise estatistica para comparacdo entre as
medianas dos escores obtidos na andlise histolégica da colonizacdo do
epitélio por Candida, para os grupos estudados na candidose
experimental, foi realizada através dos testes de Kruskal-Wallis (5%)
e Dunn (10%).

Para recuperacdo de Candida albicans da cavidade
bucal de ratos, as médias dos logaritmos do nimero de ufc/mL

recuperadas entre os grupos, foram comparadas pelo teste de Tuckey

(5%) e ANOVA (5%).
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5 RESULTADOS

5.1 Colonizacao natural por leveduras do género Candida na

cavidade bucal dos ratos

Dos 102 ratos utilizados nesse estudo, apenas seis
(5,88%) apresentaram positividade para leveduras do género Candida
na cavidade bucal e nao foram utilizados nesse trabalho, sendo entao
substituidos por outros animais.

Com relacdo a identificagdo dos isolados, foram
encontradas trés cepas de C. guilliermondii (50%), duas de

C. tropicalis (33,33%) e uma de C. lusitaniae (16,66%).

5.2 Candidose experimental

Uma vez finalizado o periodo de medicacao
correspondente para cada subgrupo, os animais foram sacrificados e
suas linguas removidas para andlise macroscopica € sob microscopia
de luz. E importante ressaltar que todos os animais apresentaram-se
saudaveis no decorrer do experimento. Durante o periodo de estudo, o
peso corporal dos animais aumentou de forma crescente e variou de

forma insignificante entre os grupos.
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5.2.1 Analise macroscopica

As lesoes clinicas de candidose foram caracterizadas
pela presenca de areas de atrofia papilar, geralmente bem delimitadas.
A presenga de placas brancas também foi observada, uma vez que foi
removida através de raspagem da superficie acometida.

Dos 72 ratos estudados, 57 (79,16%) apresentaram
lesdes clinicamente visiveis no dorso da lingua. Foram observadas
lesdes nos 18 animais do grupo Penicilina (100%) e do grupo
Tetraciclina (100%). No grupo Metronidazol 12 (66,66%) animais
estavam comprometidos e no grupo Controle nove (50%). As maiores
areas de lesdes foram encontradas no grupo Tetraciclina, seguido
respectivamente pelo grupo Penicilina. Os grupos Metronidazol e
Controle também apresentaram dreas de lesdes, porém menores
quando comparadas aos outros grupos. O percentual de animais que
apresentaram lesdes clinicas em cada subgrupo esta representado na

Tabela 1.
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Tabela 1 - Numero (n) e percentual (%) de ratos que apresentaram
lesdes clinicas nos subgrupos experimentais

Subgrupos

(n=6) n %0
P7 6 100
P15 6 100
P30 6 100
M7 5 83,33
M15 4 66,66
M30 3 50
T7 6 100
T15 6 100
T30 6 100
C7 3 50
Cl15 3 50
C30 3 50
Total 57 79,16

P: penicilina ; M: metronidazol ; T: tetraciclina ; C: controle ; 7: sete dias: 15: 15
dias ; 30: trinta dias.

Foram observadas 94 lesoes: dez lesdes (10,63%)
foram encontradas no grupo Controle, 17 (18,08%) no grupo
Metronidazol, 31 (32,97%) no grupo Penicilina e 36 (38,30%) no
grupo Tetraciclina (Tabela 2).

A regido de papilas cOnicas simples, assim como a
regido de papilas verdadeiras foram as regides mais acometidas e
apresentaram respectivamente 36 lesoes (38,30%). A regido de papilas
gigantes apresentou 22 lesdes (23,40%). Esses resultados estdo

apresentados na Tabela 2.



93

5.2.1.1 Grupo penicilina

Foi observada a presenca de 31 (32,97%) dareas de
lesdes nesse grupo. Além disso, todos os animais de cada subgrupo
exibiram lesdes de candidose. No subgrupo P7 foi verificada a
presenca de 11 (35,48%) areas de lesOes; cinco ratos apresentaram
areas evidentes de atrofia papilar, € um rato exibiu drea de atrofia
papilar circundada por placa branca. Das 11 lesdes, quatro estavam
presentes na regido de papilas cOnicas simples, uma na regido de
papilas gigantes e seis na regido de papilas verdadeiras.

No subgrupo P15 observou-se a presenca de 12
(38,70%) areas de lesdes, trés ratos apresentaram dreas evidentes de
atrofia papilar, e trés ratos exibiram areas de atrofia papilar e areas
com placa branca. Das 12 lesdes, cinco estavam presentes na regido de
papilas conicas simples, duas na regido de papilas gigantes e cinco na
regido de papilas verdadeiras.

No subgrupo P30 notou-se a presenca de oito (25,80%)
areas de lesdes, quatro ratos exibiram dreas evidentes de atrofia
papilar, e dois ratos apresentaram dreas de atrofia papilar e dreas com
placa branca. Das oito lesdes, trés estavam presentes na regidao de
papilas conicas simples, duas na regido de papilas gigantes e trés na
regido de papilas verdadeiras.

Logo, das 31 lesdes encontradas, 14 (45,16%) estavam
presentes na regido de papilas verdadeiras, 12 (38,70%) na regidao de
papilas coOnicas simples, e cinco (16,13%) na regido de papilas
gigantes (Tabela 2). O aspecto macroscépico da lesdo de candidose de

um dos animais do grupo Penicilina pode ser observado na Figura 1.
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5.2.1.2 Grupo metronidazol

Esse grupo apresentou 17 (18,08%) éreas de lesodes.
No subgrupo M7 notou-se a presenca de oito (47,05%) éareas de
lesdes, cinco ratos apresentaram pequenas areas de atrofia papilar, e
um rato ndo exibiu evidéncia clinica de lesdo. Das oito lesdes, trés
estavam presentes na regido de papilas conicas simples, duas na regiao
de papilas gigantes e trés na regido de papilas verdadeiras.

No subgrupo M15 foi verificada a presenca de cinco
(29,41%) areas de lesdes, quatro ratos exibiram pequenas dreas de
atrofia papilar, e dois ratos ndo apresentaram nenhuma evidéncia
clinica de lesdo. Das cinco lesdes, trés estavam presentes na regido de
papilas conicas simples, uma na regido de papilas gigantes € uma na
regido de papilas verdadeiras.

Ja no subgrupo M30 observou-se a presenca de quatro
(23,52%) areas de lesdes, sendo que apenas trés dos seis ratos
apresentaram pequenas areas de atrofia papilar. Das quatro lesoes,
uma estava presente na regido de papilas conicas simples, duas na
regido de papilas gigantes e uma na regido de papilas verdadeiras.

Portanto, das 17 lesdes encontradas no grupo
Metronidazol, sete (41,17%) estavam presentes na regiao de papilas
conicas simples, cinco (29,41%) na regido de papilas gigantes, e cinco
(16,13%) na regidao de papilas verdadeiras (Tabela 2). O aspecto
macroscopico da lesd@o de candidose de um dos animais deste grupo

pode ser observado na Figura 2.
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FIGURA 1 - Aspecto macroscépico do dorso da lingua de rato do grupo penicilina -
candidose experimental. Nota-se dreas de atrofia papilar naregido de papilas
gigantes (4) circundada por placa branca & ), papilas verdadeiras & ) e
cOnicassimples ().

FIGURA 2 - Aspecto macroscépico do dorso da lingua de rato do grupo metronidazol n:
candidose experimental. Nota-se pequenas dreas de atrofia papilar na regiac

de papilas verdadeiras (¥ ) e gigantes (1 ).
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5.2.1.3 Grupo tetraciclina

Foi observada a presenca de 36 (38,30%) dreas de
lesdes nesse grupo. Além disso, 100% dos animais de cada subgrupo
exibiram lesdes de candidose. No subgrupo T7 observou-se a
presenca de 11 (30,55%) areas de lesdes, todos os ratos apresentaram
areas grandes e evidentes de atrofia papilar, estando duas dreas de
atrofia circundadas por placa branca. Das 11 lesdes, duas estavam
presentes na regido de papilas cOnicas simples, trés na regido de
papilas gigantes e seis na regido de papilas verdadeiras.

No subgrupo T15 notou-se a presenca de 15 (41,66%)
areas de lesoes, trés ratos apresentaram areas grandes e evidentes de
atrofia papilar, e os outros trés restantes também exibiram areas de
atrofia papilar, porém, menores. Das 15 lesdes, cinco estavam
presentes na regido de papilas cOnicas simples, quatro na regidao de
papilas gigantes e seis na regido de papilas verdadeiras.

Ja no subgrupo T30 foi verificada a presenca de dez
(27,77%) areas de lesdes, onde todos os ratos apresentaram dreas de
atrofia papilar, no entanto, essas dreas foram menores quando
comparadas ao subgrupo T7. Das dez lesoes, tr€s estavam presentes na
regido de papilas conicas simples, quatro na regido de papilas gigantes
e trés na regido de papilas verdadeiras.

Sendo assim, das 36 lesdes encontradas no grupo
Tetraciclina, 15 (54,54%) estavam presentes na regido de papilas
verdadeiras, 11 (27,27%) na regido de papilas gigantes, e dez
(18,18%) na regido de papilas conicas simples (Tabela 2). O aspecto



macroscopico da lesdo de candidose de um dos ratos
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FIGURA 3 - Aspecto macroscépico do dorso da lingua de rato do grupo tetraciclina n:
candidose experimental. Nota-se grandes dreas de atrofia papilar situadas n

regido de papilas gigantes & ) verdadeiras® ), cOnicas simples¢ ) e plac:

branca (4).

FIGURA 4 - Aspecto macroscopico do dorso da lingua de rato do grupo controle r
candidose experimental. Nota-se pequenas dreas de atrofia papilar situadas

na regido de papilas verdadeiras (4 ).
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Tabela 2 — Numero de lesdes clinicas encontradas de acordo com sua
localizagdo no dorso da lingua dos ratos para cada
subgrupo experimental

Subgrupos N l’lme~r0 Localizacao das lesoes
(n=6) de lesoes PCS s v
clinicas
P7 11 4 1 6
P15 12 5 2) 5
P30 8 3 2 3
Total 31 12 5 14
M7 8 3 9) 3
M15 5 3 1 1
M30 4 1 2 1
Total 17 7 5 5
T7 11 2 3 6
T15 15 5 4 6
T30 10 3 4 3
Total 36 10 11 15
C7 3 3 0 0
Cl15 4 2 0 2
C30 3 2 1 0
Total 10 7 1 D)
Total 94 36 22 36

PCS: papilas conicas simples; PG: papilas gigantes; PV: papilas verdadeiras;
P: penicilina ; M: metronidazol ; T: tetraciclina ; C: controle ; 7: sete dias: 15: 15
dias; 30: trinta dias

5.2.2 Analise microscOpica

A presenca de candidose foi avaliada através de
observacgao da superficie do dorso da lingua em laminas coradas pelas
técnicas de HE e PAS, sob microscopia de luz, utilizando-se aumento

de 400 vezes. Na descri¢ao dos cortes histologicos foi considerada a
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quantidade de leveduras e hifas presentes, localizacdo e extensdo das

lesdes e alteracdes dos tecidos envolvidos.

5.2.2.1 Grupo penicilina

No subgrupo P7, os seis animais exibiram focos de
invasdo de hifas e leveduras. As lesGes estavam presentes de forma
difusa, atingindo vérias papilas, principalmente as papilas verdadeiras.
As lesdes de candidose eram constituidas por grande quantidade de
leveduras e hifas no interior da queratina. Na maioria dos cortes
histologicos observou-se perda de estratificacdo, duplicacdo da
camada basal e exocitose neutrofilica no epitélio. Em algumas regides
foram evidenciadas areas de descamacdo da queratina. Degeneracdo
hidropica foi verificada em todos os cortes. A maioria dos animais
apresentou dareas com papilas filiformes atrofiadas e outras ja
destruidas, além de hiperplasia do epitélio e presenca de
microabscessos intra-epiteliais. O tecido conjuntivo subjacente exibiu
alguns vasos congestos e infiltrado inflamatério predominantemente
neutrofilico (Figuras 5, 6, 7 e 8).

No subgrupo P15 todos os animais exibiram focos de
invasdo por hifas e leveduras, porém essa infiltracao ocorreu de forma
mais intensa na regido de papilas gigantes e verdadeiras. Atrofia e
perda de papilas filiformes, assim como perda de estratificacdo e
duplicacdo da camada basal, além de degeneracdo hidrépica foram
observadas em todos os cortes, em varios locais do epitélio. A maioria

dos animais ainda apresentou hiperortoqueratose e hiperplasia do
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epitélio. No entanto, apenas alguns exibiram exocitose, assim como
presenca de microabscessos intra-epiteliais, geralmente vistos em
associacdo com dareas de invasdo de hifas e leveduras. No tecido
conjuntivo pdde ser observado infiltrado inflamatério com células
mono e polimorfonucleares e também vasos congestos (Figuras 9, 10,
11e12).

No subgrupo P30, cinco animais apresentaram areas de
invasdo por hifas e leveduras de C. albicans, sendo a regido de papilas
verdadeiras a mais acometida. Nesses pOde-se observar perda das
papilas filiformes e da estratificacdo da camada basal e profunda,
também hiperplasia do epitélio, além de duplicagdo da camada basal e
descamacdo da camada de queratina. Microabscessos intra-epiteliais
foram verificados em um corte histolégico. O tecido conjuntivo
geralmente apresentou vasos congestos e infiltrado inflamatério com

predominio de células mononucleares (Figuras 13 e 14).
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FIGURA 5 - Dorso da lingua de rato tratado com penicilina por sete dias. Intensa
proliferacdao de leveduras e hifas na queratina associada a retificacdo d
superficie (¥).PAS; aumento original 630X.

FIGURA 6 - Dorso da lingua de rato tratado com penicilina por sete dias. Observa-;

grande quantidade de leveduras e hifas na queratina ¢ ). PAS; aumentc
original 630X.
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FIGURA 7 - Dorso da lingua de rato tratado com penicilina por sete dias. Microabscesso
intra-epiteliais (P ), exocitose @ ) e retificacio da superficie ¥ ). PAS
aumento original 400X.

FIGURA 8 - Dorso da lingua de rato tratado com penicilina por sete dias. Intensa
proliferacdo deleveduras e hifas, além de numerosos microabscessos intra-
epiteliais. PAS; aumento original 630X.
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FIGURA9 - Dorso da lingua de rato tratado com penicilina por 15 dias. Leveduras e hif:
na queratina, além de dreas de retificacéio do epitélio ¥ ) e duplicacdo da
camadabasal (4).PAS; aumento original 200X.

FIGURA 10 - Dorso dalinguaderato tratado com penicilina por 15 dias. Leveduras e hifas
naqueratina e exocitose neutrofilica. PAS; aumento original 630X.
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FIGURA 11 - Dorso dalinguade rato tratado com penicilina por 15 dias. Leveduras e hifas
(), microabscessos (), intensa exocitose neutrofilica ) e dreas d¢
retificagio do epitélio & ) .PAS; aumento original 400X.

*

FIGURA 12 - Dorso da lingua de rato tratado com penicilina por 15 dias. Formacgao d

microabscessos (4) e degeneragdo hidrépica @& ). HE; aumento original
630X.
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FIGURA 13 - Dorso da lingua de rato tratado com penicilina por trinta dias. Areas
retificacdo da queratina & ), infiltrado inflamatério nacamadabasalt ),¢
células com degeneracio hidrépica ® ). HE; aumento original 200X.

FIGURA 14 - Dorso da lingua de rato tratado com penicilina por trinta dias. Verifica-:
quantidade menor de leveduras e hifas , assim como de microabscessos.
PAS;aumento original 400X.
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5.2.2.2 Grupo metronidazol

Com relagdo ao subgrupo M7, cinco ratos apresentaram
focos de invasao de hifas e leveduras, sendo a maioria bem
localizados, acometendo algumas papilas cOnicas simples, gigantes e
verdadeiras. As alteracoes nesse grupo nao foram muito expressivas.
Contudo, pdde ser evidenciada acantose da camada espinhosa,
exocitose e discretos sinais de desorganizagdo epitelial com
comprometimento da camada cornea nos locais de invasdo de hifas.
Discreto aumento da espessura da camada espinhosa e da camada
basal, espongiose (principalmente nos dois tercos posteriores do dorso
lingual) e poucas regides com hiperplasia puderam ser observadas.
No conjuntivo subjacente estavam presentes alguns vasos
congestos € moderado infiltrado inflamatério predominantemente
polimorfonuclear (Figuras 15 e 16).

No subgrupo M15 das seis linguas analisadas cinco
exibiram dreas de colonizacdo por meio de regides despapiladas e
focos de invasdo por hifas e leveduras, porém houve maior
comprometimento na regido de papilas gigantes e verdadeiras.
Algumas dessas dreas apresentaram descamagdo da camada de
queratina. Subjacente as dreas de invasdo observou-se presenca de
alguns leucdcitos polimorfonucleares nas camadas espinhosa e basal
do tecido epitelial. A lamina prépria exibiu discreto infiltrado
inflamatorio misto concentrado principalmente entre as papilas
dérmicas. O epitélio apresentou-se pouco acantético e com discreta

presenca de degeneragdo hidrépica, principalmente na camada



109

espinhosa do terco posterior do dorso lingual, ou seja, na regido de
papilas gigantes e papilas verdadeiras (Figuras 17 e 18).

No subgrupo M30 apenas trés animais dos seis
analisados exibiram algumas 4reas pequenas de invasdao por hifas e
leveduras de C. albicans, principalmente, na regido de papilas
gigantes e verdadeiras. Nesse subgrupo puderam ser observadas
poucas alteracdes histopatoldgicas e o epitélio encontrava-se com
caracteristicas bem préximas da normalidade. No entanto, discretos
sinais de inflamagcdo cronica puderam ser observados na lamina

propria subjacente (Figuras 19 e 20).
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FIGURA 15 - Dorso dalinguade rato tratado com metronidazol por sete dias. Epitélio com
degeneracdo hidrépica ), espongiose & ) e exocitose & ). Moderado
infiltrado inflamatério e congestdo vascular ® ) na lamina prépria. HE
aumento original 200X.

FIGURA 16 - Dorso da lingua de rato tratado com metronidazol por sete dias. Detalhe ¢
figurasuperior. HE; aumento original 400X.
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FIGURA 17 - Dorso da lingua de rato tratado com metronidazol por 15 dias. Pouca

quantidade de leveduras e hifas na superficie da queratina. PAS; aumento
original 630X.

FIGURA 18 - Dorso da lingua de rato tratado com metronidazol por 15 dias. Discre
infiltrado inflamatdério e congestdo na ldmina prépria. HE; aumento
original 400X.



112

110

FIGURA 19 - Dorso da lingua de rato tratado com metronidazol por trinta dias. Nota-
uma redugdo no nimero de leveduras e hifas na superficie da queratina.
PAS; aumento original 400X.

FIGURA 20 - Dorso da lingua de rato tratado com metronidazol por trinta dias. Epitélic
encontra-se préoximo ao normal. HE; aumento original 200X.



113

5.2.2.3 Grupo tetraciclina

Com relagdo ao subgrupo T7, todos os animais
analisados apresentaram focos de invasdo de hifas e leveduras em
diversas regioes no dorso da lingua, predominantemente nas papilas
gigantes e verdadeiras. Hiperparaqueratose, perda das papilas
filiformes, retificacao do epitélio superficial, perda de estratificacio e
duplicagdo da camada basal foram observadas em quase todos os
cortes histolégicos. Diversas dreas com degeneracdo hidrépica e
hiperplasia do epitélio também foram evidenciadas. Alguns animais
exibiram exocitose e microabscessos intra-epiteliais. Vasos congestos
e intenso infiltrado inflamatério misto, inclusive com presenca de
mastocitos, estavam presentes no tecido conjuntivo, principalmente
nas areas subjacentes as lesoes (Figuras 21, 22, 23 e 24).

No subgrupo T15 todos animais analisados exibiram
focos de invasdo por hifas e leveduras, porém essa infiltracdo
acometeu principalmente a regido de papilas verdadeiras. Na maioria
dos cortes houve atrofia irregular e perda das papilas filiformes,
retificacdo da superficie epitelial, duplicacdo da camada basal, perda
de estratificacdo, descamacdo da camada de queratina, dreas com
hiperplasia epitelial e hiperparaqueratose, principalmente na regiao de
papilas verdadeiras. O infiltrado inflamatdrio, presente no tecido
conjuntivo, apresentou tanto células mononucleares quanto
polimorfonucleares, além de vasos congestos (Figuras 25 e 26).

O subgrupo T30 apresentou dreas de invasdo por hifas
e leveduras de C. albicans em todos os animais analisados, sendo a

regido de papilas gigantes e papilas verdadeiras mais acometidas.



114

Todas as alteracoes ja citadas anteriormente puderam ser observadas
nesse subgrupo, porém, com menor intensidade. A principal diferenca
foi maior nimero de mitoses na camada basal do epitélio, além de
infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear no tecido

conjuntivo subjacente (Figuras 27 e 28).
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FIGURA 21 - Dorso da lingua de rato tratado com tetraciclina por sete dias. Numerosas
leveduras e hifas na queratina (¥), acentuada espongiose (4), exocitose
(), degeneracdo hidrépica (1) e hiperplasia epitelial. Intenso infiltradc
inflamatdrio naldmina prépria. PAS; aumento original 200X.

FIGURA 22 - Dorso da lingua de rato tratado com tetraciclina por sete dias. Formacao d

microabscesso intraepitelial (¥ ), degenerag@o hidrépica @ ) e espongiose
(¥).PAS; aumento original 400X.
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FIGURA 23 - Dorso da lingua de rato tratado com tetraciclina por sete dias. Retificacdo
superficie (¥), hiperplasia epitelial e moderada inflamacio e congestio
vascular nalamina prépria. HE; aumento original 200X.

FIGURA?24 - Dorso dalinguaderato tratado com tetraciclina por sete dias. Detalhe da fotc
superior. HE; aumento original 400X.



117

115

FIGURA 25 - Dorso da lingua de rato tratado com tetraciclina por 15 dias. Leveduras
hifas na queratina, microabscessos, degeneracdo hidropica e espongiose.
Retificacdo da superficie e hiperplasia epitelial. PAS; aumento original
200X.

FIGURA?26 - Dorso dalinguaderato tratado com tetraciclina por 15 dias. Perda das papila
filiformes (¥ ), hiperplasia epitelial, degeneracdo hidropica® ),espongiose
(4) e exocitose (4). Moderado infiltrado inflamatério na 1dmina prépris
HE; aumento original 200X.
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FIGURA 27 - Dorso da lingua de rato tratado com tetraciclina por 30 dias. Pequena
quantidade de leveduras e hifas na queratina, menor intensidade da
hiperplasia epitelial e das altera¢cdes inflamatdrias. PAS; aumento origina

200X.

FIGURA 28 - Dorso da lingua de rato tratado com tetraciclina por 30 dias. Meno
intensidade da inflamacao, regressdao dos microabscessos e das alteragdes
epiteliais como degeneracdo, espongiose e exocitose. HE; aumentc

original 400X.
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5.2.2.4 Grupo controle

No subgrupo C7, trés animais exibiram focos de
invasdo por fungos, sendo as lesdes constituidas por pequena
quantidade de hifas e leveduras no interior da camada coérnea,
restringindo-se predominantemente a regido de papilas gigantes e
verdadeiras, geralmente envolvendo poucas papilas. O epitélio
apresentou-se acantotico nos espécimes que apresentavam lesdes e
normal nos restantes. Na maioria dos cortes observou-se discreta
degeneracdo hidrépica restrita a regido de papilas gigantes e
verdadeiras. Verificou-se também discreta congestdo vascular e
infiltrado  inflamatério misto, com predominio de células
polimorfonucleares no conjuntivo subjacente (Figuras 29 e 30).

O subgrupo C15 também apresentou trés animais com
poucas dreas de colonizagdo de hifas e leveduras, acometendo
principalmente a regido de papilas cOnicas simples e verdadeiras. Por
vezes a camada cornea do epitélio exibia hiperortoqueratose e nas
regides de invasdo fungica também se exibia exocitose, focos de
acantose na camada espinhosa e discreta degeneracao hidrépica. Nos
locais de invasdo, havia na lamina propria infiltrado inflamatério
misto e alguns vasos dilatados e congestos. Nesse subgrupo trés
animais ndo apresentaram sinais de invasdo de Candida, mas discreta
inflamac¢ao no tecido conjuntivo (Figuras 31 e 32).

No subgrupo C30, trés dos seis animais também
exibiram colonizacdo por C. albicans, caracterizada pela presenca de
pequenas quantidades de hifas e leveduras. A colonizagcdo foi

predominante na regido de papilas verdadeiras. Um desses trés
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animais apresentou microabscessos intra-epiteliais. A degeneragdo
hidrépica manifestou-se de maneira difusa. Na lamina propria
encontravam-se vasos congestos e dilatados e discreto infiltrado

inflamatério com predominio de células mononucleares (Figuras 33 e

34).
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FIGURA 29 - Dorso da lingua de rato controle aos sete dias. Pequena quantidade d¢
leveduras e hifas na queratina, duplicac@o e hipercromatismo da camad:
basal, discreto infiltrado inflamatério na lamina prépria. PAS; aument
original 400X.

FIGURA 30 - Dorso da lingua de rato controle aos sete dias. Moderada quantidade de

leveduras e hifas na queratina, discreta degeneragdo hidrépica € )
espongiose () e exocitose (¥ ). PAS; aumento original 400X.
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FIGURA 31- Dorso da lingua de rato controle aos 15 dias. Pequena quantidade d«
leveduras e hifas na queratina, raras células com degeneracdo. PAS;
aumento original 400X.

FIGURA32 - Dorso dalinguaderato controle aos 15 dias. Discreta degeneragdo hidrépica

(¥), espongiose (¢ ) e exocitose @ ). Discreta inflamacdo na lamin
préopria. HE; aumento original 400X.
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FIGURA 33 - Dorso da lingua de rato controle aos trinta dias. Superficie das papila
preservada com presenga de raras leveduras e hifas. Presenca de
degeneracdo hidropica. PAS; aumento original 400X.

FIGURA 34 - Dorso da lingua de rato controle aos trinta dias. Epitélio com moderada
degeneracdo hidrépica e discreta inflamagdo na lamina prépria. HE;
aumento original 400X.



124

5.2.3 Analise semi-quantitativa do grau de colonizacao do epitélio por

Candida

Os resultados da distribuicdo dos escores para a andlise
semi-quantitativa do grau de colonizagdo do epitélio por Candida para

cada subgrupo, estdao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Escores atribuidos aos animais de cada subgrupo (n = 6)
para andlise semi-quantitativa da colonizagdo do epitélio
por C. albicans

Periodo Grupos Escores Total
(dias) 0 1 2 3 4
p 190 28 35 39 44 336
M 301 10 10 13 2 336
7 T 255 45 16 17 3 336
C 317 6 3 10 0 336
P 291 14 17 11 3 336
M 313 5 12 5 1 336
15 T 290 24 11 8 3 336
C 322 4 3 4 3 336
P 321 10 2 3 0 336
M 328 5 3 0 0 336
30 T 311 16 6 3 0 336
C 317 10 8 1 0 336

P: penicilina ; M: metronidazol ; T: tetraciclina ; C: controle.

Analisando a mediana dos escores obtidos para todos

os grupos nos diferentes periodos de observagdo (Tabela 4), pode-se
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verificar que o grupo Penicilina foi o que apresentou a maior
colonizacdo do epitélio por Candida, seguido pelos grupos
Tetraciclina, Metronidazol e Controle. Além disso, na maioria dos
grupos, o periodo de sete dias foi o que apresentou maior colonizagao,
seguido pelos periodos de 15 e trinta dias (Figura 35).

A andlise estatistica da mediana dos valores obtidos na
andlise semi-quantitativa demonstrou que no periodo de sete dias de
observacao, a colonizagdo do epitélio por Candida no grupo Penicilina
(1,07) foi significantemente maior que nos grupos Metronidazol (0,25)
e Controle (0,05) (Tabela 4, Tabela 5 e Apéndice A, Tabela 11). No
periodo de 15 dias, houve diferenca estatisticamente significante
apenas entre os grupos Penicilina (0,23) e Controle (0,04) (Tabela 4,
Tabela 6 e Apéndice A, Tabela 11). Porém, no periodo de trinta dias
ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos (Tabela

4).

Tabela 4 — Teste de Kruskal-Wallis para a mediana dos valores
obtidos na andlise semi-quantitativa da colonizacdo do
epitélio por C. albicans para cada grupo em relacdo ao
periodo estudado

) Grupos
Periodos p
P M T C
7 dias 1,07 0,25 0,47 0,05 0,0012*
15 dias 0,23 0,12 0,16 0,04 0,0444*
30 dias 0,03 0,00 0,10 0,07 0,4830
Total 1,33 0,37 0,73 0,16

*Diferenca estatisticamente significante
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FIGURA 35 — Faixa (maximo e minimo) e valores medianos obtidos
na andlise semi-quantitativa da colonizacao do epitélio
por C. albicans

Tabela 5 — Teste de Dunn para os valores obtidos na andlise semi-
quantitativa da colonizagdo do epitélio por C. albicans
para cada grupo no periodo de sete dias

Grupos Mediana Grupos Homogéneos
Penicilina 1,07 A
Metronidazol 0,25 B
Tetraciclina 0,47 AB

Controle 0,05 B
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Tabela 6 - Teste de Dunn para os valores obtidos na andlise semi-
quantitativa da colonizacdo do epitélio por C. albicans
para cada grupo no periodo de 15 dias

Grupos Mediana Grupos Homogéneos
Penicilina 0,23 A
Metronidazol 0,12 AB
Tetraciclina 0,16 AB
Controle 0,04 B

5.3 Recuperacao e contagem de C. albicans

Recuperacdes positivas para C. albicans foram
observadas nas coletas de um, dois, cinco, sete e 22 dias para todos os
animais de todos os subgrupos (Tabela 7). No 37° dia dois ratos e no
97° mais um animal, todos do subgrupo Penicilina apresentaram
contaminac¢ao nas placas, causada principalmente por bacilos Gram-
negativos, essa contaminagdo se repetiu na recuperacao seguinte,
interferindo dessa forma, na leitura dos resultados. No 142° dia, um
rato do subgrupo Tetraciclina apresentou a mesma contaminagdo e
sendo assim, esses quatro animais foram sacrificados e excluidos de

seus respectivos grupos.
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Tabela 7 — Numero de ratos positivos para C. albicans por subgrupo
nos diferentes periodos de recuperagao

Recuperacao RP RM RT RC
(dﬁas) ) n=6 n=6 n=6 n=6 Total
1 6 6 6 6 24
2 6 6 6 6 24
5 6 6 6 6 24
7 6 6 6 6 24
22 6 6 6 6 24
37 4 6 6 6 22
52 4 6 6 4 20
67 4 3 5 2 14
82 4 3 4 2 13
97 3 3 4 2 12
112 3 3 4 2 12
127 3 3 4 2 12
142 3 3 3 0 9
157 3 3 3 0 9
172 3 3 3 0 9
187 3 2 3 0 8
202 3 1 3 0 7
217 3 1 3 0 7
232 3 1 3 0 7
247 3 1 3 0 7
262 3 0 3 0 6
277 3 0 3 0 6
292 3 0 3 0 6
307 3 0 3 0 6

Subgrupos: RP (penicilina); RM (metronidazol); RT (tetraciclina) e RC (controle)

Analisando as médias do logaritmo do nimero das
unidades formadoras de colonias (ufc/mL) de C. albicans recuperadas

da cavidade bucal de ratos de cada subgrupo por periodo, pdde ser
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observado que no segundo dia os subgrupos Penicilina, Metronidazol
e Tetraciclina apresentaram aumento na média dos valores de
recuperacao quando comparados aos do primeiro dia. A partir desse
momento, todos os subgrupos apresentaram um decréscimo nas
médias do logaritmo até o 22° dia, quando entdo os valores de ufc/mL
para todas as diluicdes passaram a variar ao longo dos periodos
seguintes (Tabela 8 e Figura 36).

Os animais foram medicados até a obtencdo de duas
contagens iguais a zero na recuperacdo do subgrupo controle, a qual
ocorreu no 157° dia. Apds esse periodo, os animais de todos os
subgrupos passaram a receber apenas 4agua. Na coleta seguinte a
interrupcdo da medicacdo (172° dia), observou-se queda nos valores
de recuperacdo encontrados para os subgrupos Penicilina e
Tetraciclina (Tabela 8 e Figura 36), os quais voltaram a aumentar nos
periodos seguintes.

Foram estabelecidas dez recuperacdes apds a
interrupcdo da medicacdo (157° dia), e nesse periodo houve variacado
muito grande na contagem dos subgrupos Penicilina, Metronidazol e
Tetraciclina. No 262° dia, o ultimo rato do subgrupo Metronidazol
apresentou coleta negativa para C. albicans, e os trés dltimos animais
tanto do subgrupo Penicilina quanto do subgrupo Tetraciclina ndo
zeraram na ultima contagem que foi realizada no 307° dia, sugerindo

dessa forma uma cronicidade do processo (Tabela 8 e Figura 36).
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Tabela 8 - Médias e desvios-padrao do logaritmo do numero das
unidades formadoras de coldnias (ufc/mL) de C. albicans
recuperadas da cavidade bucal de ratos dos subgrupos
penicilina, metronidazol, tetraciclina e controle nos
diferentes periodos de observacao

Recul())eraga Penicilina Metronidazol Tetraciclina Controle
(dias) n=6 n=6 n=6 n=6
1 562+042 5,15+024 6,03+0,55 5,43+0,06
2 575+046 525+£0,07 6,09+0,34 5,43+0,08
5 564 +£020 497+0,35 5,62+037 5,21 +£0,20
7 536022 473+024 541+£020 5,02+0,15
22 533+0,12 434+£0,70 5,18+0,26 4,50+0,67
37 507+0,07 5,17+£020 5,02+0,24 4,19 +0,81
52 497+0,33 432+1,04 496+036 2,51+2,17
67 504+£0,14 234+240 5,00+£043 1,27 £2,02
82 5019+0,60 2,15+2,63 532+0,53 1,32+2,14
97 552+034 4,19+1,66 5,60+0,74 1,24 +2,00
112 546+039 448+1,12 5,69+0,59 1,31+2,07
127 585+0,68 435+149 5,65+0,68 095+149
142 582+045 445+127 6,25+045 0
157 6,03+£0,53 4,77+£0,60 6,25+045 0
172 560+£039 480025 5,64+044 -
187 6,09 +0,23 331287 5,23+0,50 -
202 5,89+£0,59 1,68+292 5,67+0,11 -
217 6,19 +036 250+3,53 4,99 +0,20 -
232 5,85+0,19 4,81 5,72 £ 0,33 -
247 5,31 £0,60 4,53 5,29 £0,48 -
262 5,52 £ 0,40 0 6,09 £ 0,85 -
277 6,00 £ 0,16 0 5,80 £0,41 -
292 5,82 +0,16 - 5,68 +0,36 -
307 5,93 £0,49 - 5,71 £0,48 -
Média £DP | 5,61 £0,34 3,774+1,59 5,57+0,39 2,74+2,10

0 = contagem negativa para C. albicans; - = sacrificado
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FIGURA 36 — Numero das unidades formadoras de coldnias (ufc/mL) de C. albicans recuperadas da
cavidade bucal de ratos dos subgrupos Penicilina, Metronidazol, Tetraciclina e Controle

com relacdo aos periodos de recuperagao



O logaritmo do numero das ufc/mL de C. albicans



Tabela 10 — Teste de Tukey para andlise do nimero das unidades
formadoras de colonias (ufc/mL) de C. albicans
recuperadas da cavidade bucal de ratos dos subgrupos
Penicilina, Metronidazol, Tetraciclina e Controle em
todos os periodos de observacao

Subrupos Média Grupos Homogéneos
Penicilina 5,61 A
Metronidazol 3,74 B
Tetraciclina 5,57 A
Controle 2,74 B

5.4 Caracterizacao dos isolados

A cada periodo de recuperacdo de C. albicans da
cavidade bucal dos ratos, foram isoladas trés amostras de cada
subgrupo estudado totalizando 240 amostras, as quais foram
identificadas em nivel de espécie. Todas as amostras coletadas
apresentaram positividade para os testes de identificacdo realizados e

eram C. albicans.
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FIGURA 37 - Aspecto macroscépico do dorso da lingua no 307° dia de recuperagdo d€.
albicans ap6s a inoculacdo para o grupo penicilina. Nota-se grande drea de
atrofia papilar situadanaregido de papilas gigantes e placabranca.

FIGURA 38 - Aspecto macroscépico do dorso da lingua no 307° dia de recuperacgdo d€.
Albicans ap06s a inoculagdo para o grupo tetraciclina. Nota-se uma extens
area de atrofia papilar ocupando quase toda a extensdo do dorso da lingua ¢

presencade placabranca.



6 DISCUSSAO

Antibidticos t€ém sido implicados na patogé€nese de
muitos casos de candidose bucal em humanos, presumivelmente,
devido a supressdo da microbiota bucal, o que permite o crescimento

1.9 (2002) a microbiota comensal

dos fungos. Segundo Sherman et a
regula o nimero de leveduras por inibicdo da aderéncia das mesmas a
superficie da cavidade bucal através da competicdo por sitios de
aderéncia bem como pelos nutrientes disponiveis.

Por esta razdo, o impacto dos antibidticos tem sido
amplamente estudado em modelos animais, os quais t€ém detectado
padroes de colonizacao e lesdes que sdo similares tanto microscopica
quanto histologicamente as lesdes humanas. Portanto, esses modelos
representam importante instrumento a ser usado na investigacdo da
patogénese, da interacio com o hospedeiro e no tratamento da
candidose bucal (ALLENZ, 1994; SAMARANAYAKE &
SAMARANAYAKE"™, 2001).

Segundo Jones & Adams™ (1970) ratos Wistar tém
demonstrado serem animais experimentais aceitiveis como modelos
para estudo da candidose bucal. Os autores demonstraram que esta
patologia pode ser induzida em ratos através da inoculag¢do bucal com
C. albicans, uma vez que o microrganismo penetra na camada cOrnea

da lingua e na mucosa bucal, produzindo lesdes caracteristicas. Tal

. 134
pensamento foi corroborado por Samaranayake & Samaranayake'



(2001) que afirmaram serem os ratos da raca Sprague-Dawley e
Wistar os que melhor demonstram evidéncias clinicas de candidose
bucal in vivo, entretanto, estas espécies podem ser portadores naturais
do género Candida.

Com o intuito de evitar qualquer interferéncia no
seguimento normal deste experimento foi avaliada a presenca natural
do género Candida na cavidade bucal de todos os animais utilizados.
Verificou-se que dos 102 ratos, apenas seis (5,88%) apresentaram
positividade para leveduras do género Candida e foram desprezados.
O resultado aqui encontrado mostrou-se baixo assim como os de

1% (1982) que isolaram leveduras em apenas dois (1,6%)

Fisker et a
dos 104 ratos estudados, os de O’Grady & Reade'"” (1993) que ndo
encontraram o género Candida em seu grupo de estudo e de
Junqueira81 (2003) que encontrou 13 (9,48%) ratos colonizados por
Candida dos 137 utilizados. No entanto, difere dos resultados de
Jorge75 (1991), Totti"> (1998) e Jorge et al.® (1997) que encontraram
porcentagens de isolamento respectivamente de 17, 42 e 22%.

Quanto a identificacdo dos isolados, foram encontradas
neste trabalho trés cepas de C. guilliermondii (50%), duas de
C. tropicalis (33,33%) e uma de C. lusitaniae (16,66%). Esses
resultados vdo de encontro aos de Junqueira® (2003) e Jorge et al.”’
(1997) que encontraram as mesmas espécies em seus experimentos.
No entanto, nenhuma espécie de C. albicans foi encontrada, pois,

segundo Jorge” (1991) e Jorge et al.”” (1997) esta é uma espécie

pouco freqiiente na cavidade bucal de ratos.



Estudos de O’Grady & Reade'” (1993) mostraram
claramente que se C. albicans esta presente na cavidade bucal de ratos
sob circunstancias que facilitem sua capacidade em invadir a mucosa
do dorso da lingua, ocorrerd colonizacao. Essas observacdes apdiam o

ponto de vista de Russel & Jones'*

(1973), os quais relatam que esse
modelo animal vem sendo reproduzido com sucesso e que a candidose
experimental em ratos produz mudangas histomorfoldgicas no epitélio
do dorso da lingua, sendo, portanto, Candida albicans importante na
etiologia desse processo patologico.

Por esse motivo, a suspensdo de Candida inoculada na
cavidade bucal dos ratos neste experimento foi preparada utilizando-se
cepa padrao de C. albicans, espécie que também foi utilizada nos
trabalhos de Jones & Adams” (1970), Russel & Jones'® (1973), Jones
& Russel™ (1974), Fisker et al.*® (1982), Allen et al.’ (1982), Allen et
al.” (1985), Allen et al.” (1989), Jorge et al.”® (1993), Kamai et al.*
(2001), Junqueira® (2003) e Takakura et al.'"** (2003).

Nesta pesquisa os ratos receberam um indculo de
células viaveis de C. albicans por trés dias consecutivos. Na candidose
experimental a primeira inoculacdo ocorreu no mesmo dia do inicio da
medicacdo, de modo a verificar se essas alteragdes ocorrendo
concomitantemente induziriam modificagdes na cavidade bucal dos
ratos, apos os periodos de medicacdo de sete, 15 e trinta dias. A
metodologia adotada difere dos trabalhos de Jones & Russel™ (1974),
Fisker et al.*”® (1982) e Allen et al.” (1985) onde a antibioticoterapia
antecede a inoculagdo. Os resultados obtidos nesta etapa mostraram

que todos os grupos estudados apresentaram alteracOes clinicas, as



quais diferiram entre si de acordo como tipo de antibidtico e o periodo
de medicacdo utilizado.

Ja na recuperacgdo, com o intuito de verificar o efeito da
antibioticoterapia na recuperacio de C. albicans nos tempos propostos
e sua influéncia na cronicidade do processo de candidose bucal,
iniciou-se a medicagdo para todos os subgrupos com sete dias de
antecedéncia da primeira coleta, e a partir do quinto dia de medicacao,
os animais foram inoculados com suspensdo de C. albicans por trés
dias consecutivos. No dia seguinte a ultima inoculacao, foi realizada a
primeira coleta e pdde ser observado que todos os animais de todos os
subgrupos apresentaram recuperagoes positivas para C. albicans.

No presente estudo, os animais de todos os grupos
foram sedados seguindo dosagem padrdo, previamente estabelecida,
de 0,05mL/100g de peso corporal. Segundo Takakura et al.'** (2003) a
sedacdo evita a ocorréncia de candidose sist€émica, uma vez que
dificulta a ingestdo da suspensdo e favorece o desenvolvimento de
candidose bucal, pois, aumenta o tempo de permanéncia das leveduras
na cavidade bucal dos animais.

A maioria das lesdes de candidose encontradas neste
trabalho possuia caracteristicas semelhantes as de candidose
eritematosa: areas de atrofia papilar, bem delimitadas e de facil
visualizagdo. Observacdes semelhantes foram encontradas por Allen
et al.’ (1989) onde uma tnica inoculacdo com C. albicans foi
suficiente para induzir lesdo na por¢cdo mediana posterior do dorso da
lingua de ratos, por Allen et al.” (1985) que encontraram

caracteristicas semelhantes ap6s administracdo de tetraciclina, por



Jorge et al.” (1993) e Freire-Garabal® (1999) apés realizacio de
sialoadenectomia.

Presenca de placas brancas, caracteristicas da
candidose pseudomembranosa foram encontradas em associacdo com
areas de atrofia papilar, ou seja, de candidose eritematosa, em seis
animais do grupo penicilina, dois do grupo tetraciclina e dois do grupo
controle.

O dorso da lingua dos ratos foi o local anatdmico
selecionado para a verificagcdo da colonizacdo por Candida neste
trabalho, pois, segundo Samaranayake & Samaranayake'>* (2001),
estudos ultra-estruturais revelaram claramente que a superficie da
lingua de ratos demonstrou colonizacdo preferencial pelas leveduras,
particularmente as 4reas interpapilares.

Alguns autores relataram que a supressdo da
microbiota comensal através do uso de antibidticos de amplo espectro
¢ um pré-requisito para iniciar e estabelecer infeccao bucal em
animais (FISKER et al.*®, 1982). J orge et al.” (1993) relataram que a
tetraciclina € usada para favorecer a coloniza¢do inicial da mucosa
bucal; outros estudos, no entanto, indicaram que os antibidticos nao
sdo essenciais para iniciar candidose bucal em modelos experimentais
(ALLEN et al.’, 1989; ALLEN & BECK®, 1983).

Segundo Allen® (1994) tetraciclina é o antibi6tico mais
utilizado nas pesquisas devido ao seu amplo espectro de atividade e de
sua correlacdo com candidose bucal, porém, neste experimento optou-
se pela utilizacdo da penicilina e metronidazol além da tetraciclina,

com a finalidade de verificar os efeitos causados por esses



medicamentos no desenvolvimento de candidose no dorso da lingua e
na recuperacgdo de C. albicans na cavidade bucal de ratos.

Verificou-se no presente estudo, que dos 72 ratos
analisados na candidose experimental, 57 (79,16%) apresentaram
lesdes clinicamente visiveis no dorso da lingua. Foram observadas
lesdes nos 18 animais do grupo Penicilina (100%) e do grupo
Tetraciclina (100%), o que demonstra que esses antibidticos
favorecam a colonizagdo por Candida. O grupo Metronidazol
apresentou menor numero de animais comprometidos, quando
comparado aos outros grupos, (12 animais, 66,66%), e do grupo
Controle, apenas nove ratos (50%) apresentaram lesdes. Dessa forma,
ndo foi encontrada diferenca significativa na manifestacdo de
candidose bucal tanto clinica quanto histologicamente entre o grupo
Controle e o grupo Metronidazol, diferente de quando comparado aos
grupos Penicilina e Tetraciclina.

Pdde-se constatar, que mesmo o grupo controle, que
nao foi submetido a antibioticoterapia, mas recebeu inoculacdes de C.
albicans, desenvolveu lesdes no dorso da lingua. Esses dados sdo
condizentes com os de Allen et al.” (1989) os quais sugeriram que a
candidose experimental pode ser induzida pela unica inoculacdo de
uma cepa patogénica de C. albicans.

88
Lacasse et al.

(1990) verificaram, que trés horas apods
a inoculagdo de C. albicans, pdde ser observada a presenca de fungos
no epitélio bucal, tendo a colonizagdo maxima ocorrido por volta de

48 horas. Dessa forma, os autores conseguiram induzir colonizac¢io



bucal por C. albicans em ratos adultos por mais de sete dias sem o0 uso
de nenhum agente comprometedor.

Neste trabalho, as maiores areas de lesdoes foram
encontradas no grupo medicado com Tetraciclina, estando os
resultados de acordo com Allen et al.” (1985) os quais constataram
que grandes dreas de lesdes parecem estar relacionadas ao uso desse
medicamento.

Ainda pdde ser averiguado neste trabalho, que a regido
de papilas conicas e de papilas verdadeiras foram as dreas com maior
presenca de lesdes clinicas, o que corrobora com os resultados de
Allen et al.” (1985), Jorge et al.”*” (1993) e Junqueira® (2003).

Analisando a mediana dos escores obtidos, observou-se
que o grupo Penicilina foi o que apresentou maior indice de
colonizacdo do epitélio por Candida, seguido pelos grupos
Tetraciclina, Metronidazol e Controle.

Kinsman & Pitblabo™ (1989) verificaram que dos
antibioticos utilizados em seu experimento, o metronidazol foi o que
propiciou os menores indices de colonizacdo, além de nao afetar os
niveis de Candida na colonizagdo gastrintestinal em ratos.

Os menores indices de colonizacdo por C. albicans
encontrados nos ratos tratados com metronidazol, podem estar
relacionados ao espectro de acdo do antibidtico, que conforme
Montgomery'” (2000), Tavares'’ (2001) e Page et al.'” (2004) ¢é
ativo apenas contra bactérias anaerdbias obrigatorias.

Jorge76 (1998) considerou que numa microbiota bucal

normal encontramos populagdes bacterianas compostas



principalmente por cocos (Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria) €
bacilos (Bacteroides, Fusobacterium) Gram-negativos, na sua maioria
aerobios, além de bacilos Gram-negativos anaerdbicos facultativos
(Actinobacillus), mesmo um tempo prolongado de uso do
metronidazol ndo levaria a supressdo da microbiota bucal existente
como os outros antibidticos utilizados, uma vez que a competi¢cao por
sitios de aderéncia, bem como pelos nutrientes disponiveis continuaria
a existir.

Ja o fato de somente alguns animais, principalmente do
grupo controle, apresentarem candidose, possa ser explicado através
do experimento de Allen et al.® (1988), onde os ratos infectados
mostraram aparente resolucdo espontinea das lesdes do dorso da
lingua. Esse achado pode ser consistente com a sugestdo feita por

Jones & Russel”

(1974), na qual o rato pode ser capaz de eliminar
Candida através de sua propria defesa natural.

Neste trabalho, o periodo de sete dias, foi o que
apresentou maior indice de colonizacao seguido pelos periodos de 15
e trinta dias, sendo que diferenca estatistica significativa entre os
grupos estudados foi encontrada somente entre os periodos de sete e
15 dias. Jorge” (1991) relatou que apSs quatro horas de inoculagio ja
¢ possivel verificar formac¢do de hifas a partir da filamentacdo das
leveduras. Junqueira® (2003) apés seis horas da inoculacio de
C. albicans também observou a presenca de aglomerados de leveduras
e hifas na queratina, em diversas regides do dorso da lingua, e depois

de 24 horas a andlise de microscopia de luz revelou intensa

proliferacdo de hifas e descamacgdo da queratina.



Em todos os grupos estudados, grande quantidade de
alteracOes tanto clinicas quanto histopatoldgicas puderam ser
observadas no periodo de sete dias. Esses resultados foram diferentes

dos encontrados por Allen et al.’
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comparadas ao periodo de sete dias. Esses dados sao condizentes com

os de Russel & Jones'”

(1973), os quais verificaram que trinta dias
apos inoculagdo de C. albicans em ratos tratados com tetraciclina, as
lesdes foram freqiientes na lingua, local onde pdde ser observada
notavel perda das papilas filiformes, retificacdo da camada superficial,
além de presenca de acantose e focos de atipia.

Com relacdo as alteragdes histoldgicas, a maioria dos
estudos relata presenca de hiperparaqueratose, acantose, degeneracao
hidrépica, exocitose, retificacdo da morfologia do epitélio do dorso da
lingua, camada basal hiperpldsica e resposta inflamatéria com
presenca de microabscessos (ALLEN et al.’, 1982; FREITAS &
BIRMAN™, 1989; HOLMSTRUP & SAMARANAYAKE®, 1990;
LACASSE et al.*, 1990; JORGE et al.””, 1993; ALLEN®, 1994).
Essas e outras alteragdes puderam ser observadas neste estudo, com
maior ou menor grau de intensidade, dependendo do antibidtico e do
periodo de medicacdo, em varios animais dos subgrupos de todos os
grupos avaliados.

Os resultados deste trabalho ainda permitiram observar
varias alteracdes no tecido conjuntivo subjacente, como vasos
dilatados e congestos, infiltrado inflamatério, ora constituido por
leucdcitos polimorfonucleares, ora por mononucleares ou ainda misto,
em vdarias regioes dos cortes histologicos analisados. Segundo
Samaranayake & Samaranayake'>* (2001), apesar da presenca de
Candida estar restrita a camada de queratina na superficie epitelial,
varias alteracdes teciduais podem estar presentes nas camadas mais

profundas do epitélio e na lamina prépria.
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De modo resumido, verificou-se que o grupo Penicilina
apresentou resposta inflamatéria mais intensa que os demais grupos,
com presenca de grande numero de microabscessos e células
inflamatorias. No grupo Tetraciclina, as alteracdes epiteliais também
foram expressivas, ocorrendo grandes dreas de hiperplasia, acantose e
hiperparaqueratose, além de aumento na proliferacdo da camada basal,
alteracOes estas que constituem mecanismos de defesa. J4 nos grupos
Metronidazol e Controle, tanto a resposta inflamatéria quanto as
alteracoes epiteliais foram mais discretas quando comparadas aquelas
dos grupos Penicilina e Tetraciclina, sugerindo, que estes antibidticos
de amplo espectro por favorecedores de maiores alteracoes na
microbiota apresentam respostas inflamatodrias mais significativas.

Com relagdo a recuperagdo, foram observadas
recuperacOes positivas para C. albicans nas coletas de um, dois, cinco,
sete e 22 dias para todos os animais de todos os subgrupos.

Analisando-se as médias do logaritmo do nimero das
unidades formadoras de colonias (ufc/mL) de C. albicans recuperadas
da cavidade bucal de ratos de cada subgrupo por periodo, pdde ser
observado que no segundo dia os subgrupos penicilina, metronidazol e
tetraciclina apresentaram aumento na média dos valores de
recuperagcao, quando comparados ao primeiro dia. A partir desse
momento, todos os subgrupos apresentaram decréscimo nas médias do
logaritmo até o 22° dia.

Os resultados observados na recuperacio de

C. albicans para o grupo controle neste trabalho, diferem dos



12

1.1°? (1996), onde os valores encontrados

resultados de Totti et a
aumentaram até o quinto dia, mas depois diminuiram.

Com relagdo ao tipo de tratamento realizado, verificou-
se que as médias dos subgrupos Penicilina e Tetraciclina foram
superiores as médias dos subgrupos Controle e Metronidazol, sendo
esta diferenca estatisticamente significante.

Os subgrupos Penicilina, Tetraciclina e Controle
apresentaram diminui¢cdo do numero das unidades formadoras de
colonias (ufc/mL) de C. albicans ao longo das recuperacdes
aproximadamente até o 67° dia. Apds essa coleta, os valores passaram
a variar nos periodos subseqiientes.

Uma observacdo importante com relagdo aos subgrupos
Controle e Metronidazol, é que apesar do nimero de ufc/mL de
C. albicans recuperadas ter sido maior para o subgrupo Controle até o
22° dia, a partir do 37° dia houve aumento na contagem de ufc/mL
para o subgrupo Metronidazol, o qual manteve contagens positivas até
0 247° dia, diferente do subgrupo Controle que apresentou contagens
positivas s6 até o 127° dia. Sendo assim, o uso de metronidazol fez
com que recuperagoes positivas para C. albicans ocorressem por um
periodo de tempo maior.

Junqueira®' (2003) recuperou C. albicans em seu grupo
controle até 82 dias apds a inoculacdo. Neste trabalho, no 82° dia, o
subgrupo Controle apresentou dois dos seis animais analisados com
recuperacoes positivas para C. albicans, sendo que somente a partir do

142° dia a contagem passou a ser negativa para este subgrupo.
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Segundo Samaranayake & Samaranayake™* (2001)
alguns experimentos demonstraram que animais germ-free podem
manter colonizacdo por mais de 19 semanas com ou sem
administracdo de tetraciclina e que a colonizacio em ratos
convencionais recebendo tetraciclina € mais duradoura do que
naqueles sem antibioticos.

Optou-se por medicar 0s animais, nesta pesquisa, até a
obtencdo de duas contagens iguais a zero na recuperacao do subgrupo
controle, a qual ocorreu no 157° dia. Apods esse periodo, os animais de
todos os subgrupos passaram a receber apenas dgua.

Na primeira coleta apos a interrup¢cao da medicacao,
realizada no 172° dia, observou-se queda nos valores de recuperacio
encontrados para os subgrupos Penicilina e Tetraciclina, porém, os
animais continuaram a apresentar contagens positivas para C. albicans
nas coletas seguintes.

Russel & Jones'”

(1973) observaram persisténcia de
C. albicans na cavidade bucal de 100% dos ratos tratados com
tetraciclina durante 24 dias. Esses resultados estdo de acordo com os
obtidos neste trabalho, onde a mesma porcentagem foi encontrada.
Jones & Russe174, em 1974, constataram recuperacao
de C. albicans em 100% dos animais experimentais tratados com
tetraciclina na primeira semana apods a inoculacdo, tendo um declinio
de 50% na 22* semana do experimento. Esses resultados diferem dos

encontrados nesta pesquisa onde os valores oscilaram durante o

respectivo periodo de estudo, chegando algumas vezes até a



14

ultrapassar os valores de recuperac¢iao encontrados na primeira semana
do experimento.

Jones & Russel” (1974) ainda referem que o fato de
poucos ratos apresentarem alteracOes na 22° semana sugere que 0s
efeitos da infeccdo por Candida sdao facilmente reversiveis. Porém,
essa reversibilidade ndo foi encontrada neste trabalho, uma vez que,
trés animais tanto do subgrupo Penicilina quanto do subgrupo
Tetraciclina, mesmo na auséncia de medica¢do, ndo zeraram até a
ultima contagem que foi realizada no 307° dia, sugerindo dessa forma
uma cronicidade do processo.

Estudando candidose cronica em lingua de ratos como
possibilidade de modelo para glossite rombdide mediana humana,
Allen et al.’ (1982) verificaram que 67% dos animais mostraram
evidéncias histolégicas de infeccdo apds quarenta semanas de
tratamento com tetraciclina e inoculacdo com C. albicans. Jones &
Russel™ (1974) relataram 40% de infec¢do em ratos apés um periodo
de tempo similar. A diferenca foi que Jones & Russel’® (1974) nio
observaram nenhuma alteracdo evidente na mucosa lingual dos ratos
infectados por C. albicans, enquanto Allen et al.® (1982) observaram
claramente alteracdes na porcdo posterior mediana do dorso na lingua.

Os resultados deste trabalho permitiram evidenciar que
nos animais dos subgrupos Penicilina e Tetraciclina (que apresentaram

positividade para C. albicans até o 307° dia de recuperacdo) as
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Fisker et al.*® (1982) também investigaram o processo
de infec¢do por Candida apds inoculagdo com C. albicans em ratos
durante medicacdo com tetraciclina. Apds alta incidéncia inicial, um
rapido declinio foi registrado. Coletas positivas foram encontradas em
100% dos animais na primeira semana apds a primeira inoculagido. A
incidéncia diminuiu nas semanas seguintes chegando a 33% na quinta
semana. Tal resultado difere daqueles encontrados neste trabalho, uma
vez que por volta da quinta semana 100% dos animais do subgrupo
Tetraciclina apresentavam positividade para C. albicans.

Virios trabalhos cientificos confirmam que espécies de
Candida spp. estdo relacionadas a vdrios processos patologicos.
Portanto, estudos em animais sdo de suma importancia para provar
novos critérios dentro do complexo biologico do comportamento de
C. albicans, uma vez que, um numero cada vez maior de espécies de
Candida estd surgindo e ressurgindo como agentes de aumento da
morbidade e mortalidade em pacientes comprometidos (Samaranayake
& Samaranayakel34, 2001).

Através desses modelos de estudo pdde ser constatado
que a candidose bucal pode ser favorecida pela administracdo de
antibidticos, que diferentes locais da cavidade bucal podem ser
colonizados, destacando-se entre esses a lingua, e que alteragcdes
clinicas e histoldgicas sdo evidentes.

Verificou-se neste trabalho, que a realizacdo de trés
inoculagdes de C. albicans contendo 5 X 10° células vidveis/mL,
conseguiu induzir colonizacdo na cavidade bucal de 79,16% dos ratos

estudados na candidose experimental, sendo o maior niimero de lesdes
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encontradas nos animais que receberam medicagdo. Recuperagdes
positivas para C. albicans foram observadas nas coletas de um, dois,
cinco, sete e 22 dias para todos os animais de todos os subgrupos,
sendo que 50% dos animais dos subgrupos que receberam penicilina e
tetraciclina mantiveram contagens positivas para C.albicans por 307
dias apo6s a ultima inoculacao.

Cada vez mais o conhecimento sobre os fatores
relacionados a candidose bucal vém sendo esclarecidos e expandidos
através dos experimentos realizados. Tendo em vista os avancos
obtidos com esses trabalhos, é provdvel que continuas pesquisas nos
conduzam a maiores taxas de sucesso no diagndstico, na terapéutica e
na eliminacdo dessdes e outros patégenos oportunistas responsaveis
por essa e outras patologias. Desta forma, semeando e partilhando o
conhecimento estaremos melhorando o bem estar, a saiude e a

qualidade de vida da populagao.



7 CONCLUSOES
Apos
que:
a)
b)
C)
d)
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analise dos resultados encontrados, concluiu-se

maior numero de lesdes de candidose
experimental foi encontrado nos grupos de ratos

que receberam antibidticos;

as maiores lesdes clinicas de candidose foram
encontradas no grupo medicado com tetraciclina
e os maiores indices de colonizagdo foram
encontrados no grupo medicado com penicilina.
Pode-se sugerir que esses antibidticos favorecem

a colonizacao por Candida;

o metronidazol nao interferiu de forma
significativa na colonizacdo por Candida uma
vez que os valores obtidos foram préximos aos

do grupo controle;

o periodo de sete dias, seguido pelos periodos de
15 e trinta dias foi o que apresentou os maiores

indices de colonizacdio do epitélio por
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C. albicans para todos os grupos estudados na

candidose experimental;

e) a média do logaritmo do nimero das ufc/mL de
C. albicans recuperadas foi maior e mais
duradoura nos grupos medicados com penicilina

e tetraciclina.
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Apéndice A — Quadro e tabela demonstrativa

Quadro 6 - Classificacao das espécies de Candida de acordo com a formac¢do de tubo germinativo (TG), produgdo
de clamidoconideos (CLAM) e hifas, fermentagdo e assimilagdo de carboidratos; baseado
Samaranayake & MacFarlane'*® (1990) e Sandvén'” (1990) com modificacdes

E?;;;?Z;e Fermentacgao Assimilacdo 16 | CLAM | HIFAS
GL S M L |GA| G S M| L |[GA| R
C. albicans A/G| Al- | AIG| -/- | AIG| + + + - + - + + +
C. stellatoidea* A/G| Al- | AIG| -/- | AIG| + - + - + - \Y% \Y4 +
C. guilliermondii | AIG | AIG | -/- -I- | AIG| + + + - + + - - +
C. glabrata AIG | -/- -/- -/- -/- + - - - - - - - -
C. krusei A/G | -/- -/- -/- -/- + - - - - - - - +
C. lipolytica - - -+ - - - - - - - +
C. lusitaniae A/G | AIG | -/- -/- -/- + + + - + - - - +
C. parapsilosis AIG| -/- | /- | -I- ] -] + + + - + - - - +
C. tropicalis A/G | AIG | AIG| -/- -/- + + + - + - - \Y4 +
C.kefyr A/G|AIG| -/- | AIG|AIG| + + - + + - - - +

Gl: glicose; S: sacarose; M: maltose; L:lactose; GA: galactose; R: rafinose
A: producdo de acido; G: producdo de gés
(+): prova positiva; (-): prova negativa; V: variavel



Tabela 11 — Escores médios obtidos na analise semi-quantitativa da colonizacdo do epitélio por Candida dos
subgrupos do grupo Penicilina, Metronidazol, Tetraciclina e Controle

Subgrupos | P7 M7 T7 C7 | PIS M1S Ti5S Ci15 | P30 M30 T30 C30

Rato 1 09 026 057 000|042 0,19 0,16 039] 003 0,01 0,17 0,00
Rato 2 1,19 0,23 0,58 0,00 | 0,25 0,00 0,16 0,12 ] 0,00 0,00 0,05 0,00
Rato 3 08 0,25 037 0,00} 0,12 0,12 0,06 0,00 | 0,03 0,05 0,12 0,14
Rato 4 1,67 032 0,19 039 ] 021 0,07 0,16 0,00 | 0,01 0,00 0,14 0,17
Rato 5 144 025 0,19 025]046 0,12 0,19 0,08 | 0,07 0,12 0,08 0,00

Rato 6 0,83 0,00 057 0,10 }]0,07 033 058 0,00 026 0,00 0,08 0,17

Mediana | 1,07 025 047 0051] 023 0,12 0,16 0,04 | 0,03 0,00 0,10 0,07




Apéndice B — Dados complementares

Tabela 12 - Logaritmo do numero das ufc/mL de C. albicans
recuperadas da cavidade bucal de ratos do subgrupo
penicilina, nos diferentes periodos de observacao

Recuperacao Subgrupo Penicilina
(dias) Rato 1 Rato 2 Rato 3 Rato 4 Rato 5 Rato 6
1 5,36 5,42 5,47 6,48 5,54 5,45
2 6,00 4,97 6,02 6,02 5,38 6,13
5 5,69 5,33 5,74 5,74 5,47 5,89
7 5,21 5,08 5,38 5,44 5,30 5,74
22 5,22 5,15 5,41 5,46 5,43 5,31
37 5,19 C 5,00 5,07 5,04 C
52 4,95 C 5,42 4,90 4,61 C
67 5,08 - 4,83 5,07 5,16 -
82 4,65 - 5,17 4,90 6,04 -
97 C - 5,45 5,21 5,90 -
112 C - 5,01 5,60 5,77 -
127 - - 5,65 5,30 6,61 -
142 - - 5,77 5,38 6,30 -
157 - - 5,81 5,65 6,64 -
172 - - 5,45 5,30 6,04 -
187 - - 5,97 5,92 6,36 -
202 - - 5,36 5,77 6,53 -
217 - - 5,87 6,13 6,59 -
232 - - 5,65 5,87 6,04 -
247 - - 4,67 5,39 5,87 -
262 - - 5,14 5,47 5,95 -
277 - - 6,09 5,81 6,11 -
292 - - 5,84 5,65 5,97 -
307 - - 5,45 5,90 6,45 -

C = contaminacio; - = sacrificado



Tabela 13 — Logaritmo do numero das ufc/mL de C. albicans
recuperadas da cavidade bucal de ratos do subgrupo
metronidazol, nos diferentes periodos de observacao

Recuperacao Subgrupo Metronidazol
(dias) Rato 1 Rato 2 Rato 3 Rato 4 Rato 5 Rato 6
1 5,21 5,35 5,04 4,70 5,22 5,36
2 5,22 5,15 5,23 5,23 5,30 5,35
5 5,08 4,60 4,47 5,23 5,09 5,37
7 4,59 4,61 4,47 4,74 4,79 5,18
22 4,63 4,63 4,92 4,57 4,80 4,50
37 5,39 4,93 5,30 491 5,22 5,28
52 4,51 3,27 4,84 2,81 5,05 5,45
67 5,07 0 0 2,65 0 5,28
82 5,55 0 0 2,17 0 5,18
97 4,86 - - 2,30 - 5,41
112 5,46 - - 3,25 - 4,74
127 5,01 - - 2,65 - 5,40
142 4,81 - - 3,04 - 5,52
157 4,74 - - 4,19 - 5,39
172 4,52 - - 4,86 - 5,01
187 0 - - 5,14 - 4,78
202 0 - - 5,04 - 0
217 - - - 4,99 - 0
232 - - - 4,81 - -
247 - - - 4,53 - -
262 - - - 0 - -
277 - - - 0 - -
292 - - - - - -
307 - - - - - -

- = sacrificado



Tabela 14 — Logaritmo do numero das ufc/mL de C. albicans
recuperadas da cavidade bucal de ratos do subgrupo
tetraciclina, nos diferentes periodos de observagao

Recuperacao Subgrupo Tetraciclina
(dias) Rato 1 Rato 2 Rato 3 Rato 4 Rato 5 Rato 6
1 6,29 5,44 5,21 6,42 6,30 6,51
2 6,11 5,74 5,77 6,69 6,04 6,23
5 5,65 5,26 5,46 6,32 5,40 5,65
7 5,39 5,17 5,33 5,77 5,35 5,46
22 5,00 4,82 5,43 5,49 5,31 5,06
37 4,77 4,76 5,30 5,27 5,12 4,92
52 4,76 4,69 5,38 5,31 5,15 4,48
67 4,51 4,60 5,23 5,54 5,12 0
82 0 4,57 5,35 5,60 5,77 0
97 0 4,49 5,87 6,07 5,95 -
112 - 4,93 5,54 6,26 6,04 -
127 - 4,63 5,97 6,09 5,90 -
142 - C 5,84 6,74 6,17 -
157 - C 5,87 6,59 5,97 -
172 - - 5,54 6,13 5,25 -
187 - - 5,43 4,65 5,60 -
202 - - 5,54 5,74 5,74 -
217 - - 5,19 4,77 5,00 -
232 - - 5,71 5,39 6,06 -
247 - - 5,47 4,74 5,65 -
262 - - 5,97 5,30 7,00 -
277 - - 5,36 5,87 6,19 -
292 - - 5,27 5,81 5,97 -
307 - - 5,54 5,33 6,25 -

C = contaminagdo; - = sacrificado



Tabela 15 — Logaritmo do numero das ufc/mL de C. albicans
recuperadas da cavidade bucal de ratos do subgrupo
controle, nos diferentes periodos de observagao

Recuperacao SubgrupoControle
(dias) Rato 1 Rato 2 Rato 3 Rato 4 Rato 5 Rato 6
1 5,49 5,33 5,36 5,48 5,46 5,46
2 5,32 5,36 5,54 5,41 5,48 5,46
5 5,27 5,40 5,04 5,47 4,99 5,07
7 5,20 4,81 5,17 4,99 5,07 491
22 5,18 3,20 4,66 4,57 4,59 4,79
37 4,78 2,95 4,70 4,85 4,50 3,37
52 0 2,30 5,05 4,48 3,26 0
67 0 0 4,48 3,17 0 0
82 - 0 4,96 2,97 0 -
97 - - 4,57 2,90 - -
112 - - 4,50 3,39 - -
127 - - 3,23 2,47 - -
142 - - 0 0 - -
157 - - 0 0 - -
172 - - - - - -
187 - - - - - -
202 - - - - - -
217 - - - - - -
232 - - - - - -
247 - - - - - -
262 - - - - - -
277 - - - - - -
292 - - - - - -
307 - - - - - -

- = sacrificado



SCHERMA, A. P. Penicillin, metronidazole and tetracycline effects
on the recovery of Candida albicans and in the oral candidosis in rats.
2005. 185f. Tese (Doutorado em Biopatologia Bucal) - Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos, Universidade Estadual Paulista.
Sao José dos Campos, 2005.

ABSTRACT

The purpose of this work was to observe the effects of penicillin, metronidazole
and tetracycline on the development of candidosis and the recovery of Candida
albicans from the oral cavity of rats. Ninety-six rats originally negative for
Candida spp. in the oral cavity were divided into two stages: experimental
candidosis, where the animals received medication for periods of seven, 15 and
thirty days, and, recovery and counts after inoculation with Candida albicans.
The development of candidosis on the tongue dorsum was observed
macroscopically and by optical microscope (OM). The recuperation of C.
albicans was performed through oral samples collected at one, two, five, seven
days and twenty collects at each 15 days. The results were statistically analyzed
by Kruskal-Wallis (5%), Dunn (10%), Tuckey (5%) e ANOVA (5%) tests.
Macroscopically more extension sf candidosis lesions of conical and true papillae
region in animals’s tongue dorsum were observed. It was observed that in
tetracycline group these effects were more pronounced. Analyzing histologically
the average of the scores it was verified for medicated group with penicillin for
seven days, presented the largest indexes of colonization of the epithelium. The
recovery of C. albicans was more frequent in the groups that received penicillin
or tetracycline, once 50% of rats presented positive counts until the 307th day.

The results suggest that a larger number of lesions, as well as a larger average of
the logarithm of the number of the ufc/mL of C. albicans recovered was observed

among animals who received antibiotictherapy.

KEYWORDS: Candida albicans, oral candidosis; rats; antibiotics; analysis of

variance.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

