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Pacientes portadores de proteses totais, apresentam, com freqiiéncia a chamada estomatite protética, com a qual as-
socia-se Candida albicans determinando a chamada candidiase eritematosa. Assim, procuramos avaliar a suscetibili-
dade dessa levedura a agentes antifingicos. A suscetibilidade de dezenove cepas de Candida albicans isoladas de paci-
entes apresentando estomatite protética foi estudada frente a: um derivado poliénico representado, pela anfotericina B
(AnB), e dois derivados azbicos, cetoconazol e miconazol. A atividade antifingica foi estudada a partir da determinacao
da concentracao inibitéria minima (CIM) e da concentracao fungicida minima (CFM), pela técnica de diluicao em agar.
Os resultados obtidos, mostraram baixos valores de CIMs e CFMs (< 0,15 pg/ml) para a AnB frente a todas as levedu-
ras. Para o miconazol e o cetoconazol, foram observadas CIMs invariavelmente < 4,00 pg/ml; para as CFMs, foram ob-
tidos valores > 16,00 ng/ml frente a maioria das cepas. Conclui-se que a AnB apresentou maior acao fungicida in vitro
enquanto os azois demonstraram acao fungistatica mas nao fungicida. Acreditamos que a pesquisa de novas drogas,
principalmente de uso topico ainda € necessaria, a fim de se tratar, com sucesso, a candidiase eritematosa, comumen-

te observada nas chamadas estomatites protéticas.

UNITERMOS: Candidiase bucal; Estomatite sob protese; Fungos; Antimicéticos; Anfotericina B; Azois.

INTRODUCAO

Em pacientes portadores de proteses totais, é
comum o surgimento de uma condicao conhecida
internacionalmente como “denture sore mouth”
entre outras denominacoes e, entre nos, conhecida
como estomatite protética, freqientemente asso-
ciada a presenca da candidose eritematosa'. Esta
localiza-se sob a base da protese total, mais fre-
quentemente no maxilar superior, caracterizada
por um eritema difuso, ora homogéneo, ora repre-
sentado por pontos ou areas focais avermelhados,
além de apresentar variadas alteracoes na textura
e superficie da mucosa palatina. Essas reacoes in-
flamatorias, podem ou nao estar associadas as hi-
perplasias causadas por uma variedade de fatores

relacionados a protese, destacando-se: trauma por
inadequacoes e porosidade da base, uso da mesma
por tempo prolongado, ma higienizacao, além da
acao de bactérias e fungos*. Sua frequiiéncia tende
a aumentar com a idade e tempo de uso da prote
se>>'?, Apesar de muito estudada, a “estomatite
protética” permanece, até hoje, tema de controvér-
sias, mas o papel dos fungos ja esta bem consoli-
dado™.

As candidiases associadas a estomatite protéti-
ca nao sao de facil tratamento. Geralmente, recidi-
vas ocorrem apos a interrupcao do mesmo, ainda
que o trauma causado pela protese tenha sido eli-
minado por meio de substituicao por nova protese.
Esses problemas, nem sempre graves, represen-
tam um desafio na pratica estomatologica, face a

* Cirurgia-Dentista, Mestre em Diagnostico Bucal; **Professora Titular; ***Professora Associada - Faculdades de Odontologia e

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.
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sua frequiéncia e o pequeno numero de drogas an-
tifingicas disponiveis em nosso meio'>'°.

A colonizacao de leveduras na cavidade bucal
da-se a custa da sua capacidade de aderéncia as
células epiteliais. Esta pode ser ampliada no usua-
rio de protese, visto que a levedura pode aderir in-
tensamente a resina da mesma. Apesar dos nume-
rosos trabalhos publicados, ainda nao existe, um
consenso sobre qual seria o fator de maior peso na
etiologia desses processos, permanecendo muitas
indagacodes a serem elucidadas.

Em nossa experiéncia, deparamos com diversos
casos de estomatite protética, com positividade
para Candida albicans, apresentando dificuldades
no seu tratamento. Em outros casos, houve me-
lhora do quadro clinico, apesar das recidivas fre-
quentes. Isso nos levou a supor que nem todos os
antifangicos de uso topico sao suficientemente efi-
cazes ou que ainda nao podemos tratar os desequi-
librios que favorecem, nestes casos, a manifesta-
cao da candidiase bucal.

Apesar do aumento no numero de antimicoticos
comercialmente disponiveis nos ultimos anos, es-
tes ainda encontram-se em desvantagem, quando
comparados as drogas antibacterianas. Além dis-
so, a resisténcia aos antifingicos, tem representa-
do um grande desafio para a clinica. Frente as difi-
culdades observadas no tratamento de micoses em
alguns grupos de pacientes, recomenda-se, sem-
pre que possivel, o isolamento do agente responsa-
vel pela infeccao e a determinacao da concentracao
inibitoéria minima (CIM) e da concentracao fungici-
da minima (CFM) das drogas passiveis de utiliza-
cao.

Visto que ainda nao existe um procedimento
padrao, mundialmente aceito, para execucao de
antibiogramas para fungos, pode-se considerar
que, métodos padronizados, reprodutiveis e
exaustivamente avaliados em laboratorios de refe-
réncia, devem ser empregados para estudo de anti-
fingicos.

Propusemo-nos, assim, a avaliar as CIMs e as
CFMs de um derivado poliénico, representado pela
anfotericina B e de derivados imidazoélicos, como o
miconazol e cetoconazol, frente a cepas de Candi-
da albicans isoladas da cavidade bucal de portado-
res de estomatite protética.

* Fungizon®, Squibb
** Johnson & Johnson
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MATERIAL E METODO
Casuistica — pacientes e microrganismos

Nossa casuistica constou de portadores de pro-
tese total, desdentados, que apresentavam esto-
matite protética no palato, representada por pon-
tos avermelhados ou areas eritematosas difusas,
com alguns casos associadas a processos prolife-
rativos nao neoplasicos (hiperplasias fibrosas) da
mucosa. A partir dessas amostras, foram isoladas
e identificadas 19 cepas de Candida albicans, utili-
zando um protocolo estabelecido da Secao de Mi-
cologia do Departamento de Microbiologia do Ins-
tituto de Ciéncias Biomédicas da USP. Essas
leveduras foram submetidas a antibiogramas com
diferentes antifungicos, utilizando-se como con-
trole, Saccharomyces cerevisae ATCC9763, sensi-
vel a agentes poliénicos e Candida pseudotropicalis
“Carshalton”, sensivel a imidazolicos. A manuten-
cao dos microrganismos foi realizada em agar-Sa-
bouraud dextrose a 30°C, com repiques sucessivos
de 15 dias, ou de 24 h quando necessario para pre-
paracao do inoculo.

Drogas e diluicoes

Para os testes de suscetibilidade foram utiliza-
dos trés farmacos, gentilmente cedidos pelas res-
pectivas industrias que comercializam os produtos
no Brasil. Essas drogas foram conservadas, sob
vacuo, a —20°C e incluiram: anfotericina B* forne-
cida sob a forma injetavel; cetoconazol e micona-
zol**, fornecidos sob a forma de po.

e Anfotericina B - Foram adicionados 10 ml de
agua destilada esterilizada no frasco-ampola
contendo 50 mg de anfotericina B e a mistura
foi homogeneizada. A solucao resultante foi di-
luida com YNBG'" na proporcéao de 1:4 e a partir
desta, foram preparadas diluicoes seriadas ao
dobro, a fim de se obter concentracoes finais de
8 ng/ml a 0,015 pg/ml, no teste de concentra-
cao inibitéria minima (CIM).

* Azo6is: Cetoconazol e Miconazol - O po foi dissol-
vido em dimetilsulfoxido (1000 pg/ml). A partir
da solucao resultante, foram preparadas dilui-
coes seriadas ao dobro, em caldo YNBG, obten-
do-se concentracdoes finais variaveis de
32 pg/ml a 0,25 png/ml, no teste de CIM.
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GRAFICO 1 - Numero acumulado de cepas de Candida
albicans sensiveis a CIM de anfotericina B, isoladas de
portadores de estomatite protética.

Inoculo

A partir de cada cultivo de 24 h a 30°C, foi pre-
parada suspensao com cerca de 10° células/ml,
em tampao de fosfato com Tween 80. Apés homo-
geneizacao, a suspensao foi diluida na proporcao
de 1:50 em caldo YNBG.

Avaliacao da sensibilidade das leveduras aos
agentes antifungicos

Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Mi-
nima (CIM)

Volumes de 19 ml de agar YNBG, modificado
(1% agar) foram fundidos e, em seguida, mantidos
a 50°C'" . A cada tubo adicionou-se e 1 ml de uma
das diluicées da droga em estudo ou, no caso dos
controles, 1ml de caldo YNBG ou 1 ml de formalde-
ido a 0,5%. Cada meio foi plaqueado e, apos solidi-
ficacdo, semeado com S pl de cada inéculo. As pla-
cas foram colocadas em estufa a 30°C por 24 h,
antes da leitura da CIM. Foi considerado CIM, a
menor concentracdo do antifiingico que impediu
crescimento visivel da levedura.

Determinacdo da Concentracdo Fungicida Mi-
nima (CFM)

Cada inoculo do teste anterior que nao apresen-
tou crescimento e os controles positivos, foram
subcultivados em placas de agar Sabouraud dex-
trose, devidamente identificados. Apos 24 horas de
incubacao a 30°C, as leituras das CFMs foram rea-
lizadas com base no crescimento dos controles,

GRAFICO 2 - Numero acumulado de cepas de Candida
albicans sensiveis a CFM de anfotericina B isoladas de
portadores de estomatite protética.

sendo considerada CFM, a menor concentracao da
droga que impediu crescimento visivel do subculti-
vo.

RESULTADOS

Os Graficos de 1 a 6 exprimem a média geomé-
trica dos resultados das CIMs e CFMs de anfoteri-
cina B, cetoconazol e miconazol frente as cepas es-
tudadas. Os resultados obtidos nos testes de
suscetibilidade, mostraram para anfotericina B,
CIMs equivalentes a 0,03 pg/ml para a maioria dos
isolados. Frente a trés cepas, o poliénico apresen-
tou CIMs de 0,04 pg/ml e para uma foi de
0,08 ng/ml (Grafico 1). Quanto a CFM, valores de
0,12 pg/ml ou de 0,15 pg/ml foram obtidos para
sete cepas, de 0,08 pg/ml ou de 0,05 pg/ml para
duas e de 0,03 pg/ml para uma das cepas estuda-
das (Grafico 2).

Quanto as CIMs do cetoconazol, a maioria
das leveduras foi sensivel a concentracao de
4,00 pg/ml (17 cepas). Apenas uma foi inibida a
3,17 ng/ml, e outra o foi a 2,51 pg/ml (Grafico 3).
As CFMS do cetoconazol foram bastante variaveis,
observando-se valor de 64,00 ug/ml frentea 11 ce-
pas, de 50,80 pg/ml ou 25,40 ng/ml para trés e de
32,00 pg/ml ou de 4,00/ml para uma Unica cepa
(Grafico 4).

O miconazol foi ativo contra 13 leveduras em
CIMs de 2,00 pg/ml; para trés a CIM foi de
1,25 png/ml ; para duas foi de 1,00 pg/ml e para
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GRAFICO 3 - Numero acumulado de cepas de Candida
albicans sensiveis a CIM de cetoconazol isoladas de
portadores de estomatite protética.

GRAFICO 4 - Numero acumulado de cepas de Candida
albicans sensiveis a CFM de cetoconazol isoladas de
portadores de estomatite protética.
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GRAFICO 5 - Numero acumulado de cepas de Candida
albicans sensiveis a CIM de miconazol isoladas de
portadores de estomatite protética.

uma de 0,80 pg/ml (Grafico 5). Também as CFMs
desse azol mostraram amplas variacoes, de tal
modo que a de 16 pg/ml foi letal para seis cepas; a
32,00 pg/ml o foi para quatro e a 64,00 ug/ml ou a
25,40 pg/ml para duas. Frente as cepas restantes,
as CFMs foram respectivamente de 40,31 png/ml;
20,15 pg/ml; 5,03 pg/ml; 4,00 ug/ml e de 2,
51 pg/ml (Grafico 6).

DISCUSSAO

Apesar da anfotericina B, ser um dos antifungi-
cos mais antigos e seu emprego restringir-se quase
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GRAFICO 6 - Numero acumulado de cepas de Candida
albicans sensiveis a CFM de miconazol isoladas de
portadores de estomatite protética.

que exclusivamente a administracao sistémica,
ainda hoje, € considerada a droga de referéncia
para o tratamento da maioria das infeccoes fungi-
cas’. Assim, foi incluida neste trabalho como um
parametro, considerando-se, também, sua exce-
lente acdo fungicida. As variaveis que atuam na
mediacdao do mecanismo de resisténcia a anfoteri-
cina B, nao estdao ainda completamente elucida-
das. Sabe-se que o sitio alvo principal da funcao
antimicética da anfotericina B é o ergosterol, com-
ponente da membrana celular da levedura®. Nos
processos in vivo, no entanto, € importante lem-
brar que a acao da anfotericina B também provoca
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alteracoes na membrana das células humanas ri-
cas em colesterol, podendo provocar desequilibrios
na homeostase”'.

Nossos resultados mostraram boa atividade
fungistatica da anfotericina B, equivalente a CIM
de 0,03 pg/ml para a maioria das leveduras estu-
dadas. Observou-se, também, excelentes resulta-
dos para acao fungicida (Grafico 2) de tal modo que
as CFMs variaram de 0,03 a 0,15 pg/ml para 15
das 19 cepas. E interessante lembrar que os niveis
séricos alcancados pela anfotericina B no organis-
mo humano sao de cerca de 2,00 ng/ml, valor este
muito superior aos da CFMs obtidas neste estu
do"™.

Com a descoberta dos azobis, um grande avanco
foi dado a terapia antimicotica. Estes sao conside-
rados menos toxicos que a anfotericina B, apre-
sentam largo espectro de atividade e alguns deles
podem ser ministrados por via oral para exercer
acao sistémica. Assim, encontram ampla aplica-
cao em micologia médica®’. Em nosso meio, ainda
sao bastante utilizados os imidazolicos de primeira
e de segunda geracao, como, respectivamente, o
miconazol e cetoconazol. O miconazol, sob a forma
injetavel, tem uso restrito, devido a toxicidade que
leva a reacoes colaterais em diversos graus; mes-
mo assim, encontram-se, na literatura , indicacoes
para uso sistémico desse azol>'®. Em situacoées cli-
nicas especiais, sob a forma de creme, € muito uti-
lizado em dermatologia, mas na clinica estomato-
logica, recomenda-se empregar o miconazol sob a
forma de gel oral"”. Nossa avaliacdo sobre a sensi-
bilidade in vitro ao miconazol, confirmou ser esta
substancia fungistatica, ja que a maioria das ce-
pas (13/19) foi sensivel a concentracao de
2,00 pg/ml. Com relacao a CFM, os valores obtidos
foram, no geral (16/19), muito elevados em relacao
aos 8,00 pg/ml alcancaveis no soro"**.

O derivado azodico mais utilizado em nosso meio
continua sendo o cetoconazol. Sua acao promove
alteracoes na membrana da célula fangica, mas
pode ocasionar reacoes adversas no hospedeiro.
Sua atividade, assim como a do miconazol, € pre-
dominantemente fungistatica, embora possa agir
em situacdes especiais como fungicida”™ '***.

Nosso estudo, a semelhanca do que pudemos
constatar na literatura consultada, mostraram ser
o cetoconazol uma droga com boa capacidade
fungistatica, visto que 17 das 19 cepas estudadas

foram sensiveis a 4,00 pg/ml. Neste contexto, de-
ve-se considerar que os niveis séricos, alcancados
pelos azobicos, estdo em torno de 8,00 pug/mll1®".
Com relacao a CFM, o cetoconazol nao mostrou
boa atividade, pois cerca de 58% das cepas foram
sensiveis a 64,00 pg/ml.

A solicitacao clinica de cultura e antibiograma,
em casos de estomatite protética, ndo € comum.
Em geral, esta condicdo nao traz comprometimen-
to sistémico ao paciente, mas apenas sintomatolo-
gia bucal. No entanto, a importancia da realizacao
destes testes reside no fato de que os mesmos po-
dem oferecer referéncias para uma possivel formu-
lacao topica, tao desejada em nosso meio. O acha-
do de uma substancia ativa in vitro, capaz, ao
menos, de reduzir o numero de leveduras in vivo,
torna-se desejavel, principalmente em casos de
imunodeficiéncia, onde uma candidiase bucal
pré-instalada, pode levar a um quadro sistémico
mais grave®®.

Este estudo permitiu considerar a necessidade
de novas formulacoes para o tratamento da es-
tomatite protética, uma vez que a acao local de al-
gumas drogas de uso topico tem-se mostrado be-
néfica. Deve-se considerar, porém, que existem
diversos fatores, principalmente locais, associadas
a essa entidade clinica e que a remocao destes é
muito importante para a completa resolucao do
quadro presente.

CONCLUSOES

Frente as cepas de Candida albicans, isoladas
de pacientes com a estomatite protética, pudemos
demonstrar que a anfotericina B apresentou 6tima
atividade fungicida, em baixas concentracoes
(0,03 a0,15 pg/ml), sendo a inica droga do estudo
com esta acdo. Entre os azois, o cetoconazol apre-
sentou atividade fungistatica (concentracoes de
até 4,00 png/ml) para 100% das cepas; o miconazol
também demonstrou atividade fungistatica para
as mesmas cepas, mas em concentracoes inferio-
res do cetoconazol (de até 2,00 ng/ml); no entanto
nao apresentou atividade fungicida. Em vista do
exposto, pode-se considerar que novas formula-
coes das drogas atualmente disponiveis, ainda sao
necessarias para o tratamento da estomatite pro-
tética, assim como a pesquisa de novas drogas,
principalmente para uso topico.
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BATISTA, J. M.; BIRMAN, E. G.; CURY, A. E . Susceptibility to antifungal drugs of Candida albicans strains isolated
from patients with denture stomatitis. Rev Odontol Univ Sao Paulo, v. 13, n. 4, p. 343-348, out./dez. 1999.

Users of total prosthesis present in general a high frequency of the so called denture stomatitis, associated to
erythematous candidiasis. So, we evaluated the susceptibility of oral yeast to three antifungal agents. Strains of
Candida albicans isolated from patients with denture stomatitis were evaluated in relation to the susceptibility of the
antifungal drugs as amphotericin B (polyenic derivatives), and azole agents as ketoconazole and miconazole. The
antifungal activity was evaluated, and the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicide concentra-
tion (MFC) were determined utilizing the agar dilution method. The results demonstrated low values for MICs and
MFCs (0.15 pg/ml) for AmB in face of all yeast present. For miconazole and ketoconazole, MICs were invari-
ably < 4.00 pg/ml, while values of the MFC were > 16.00 pug/ml for the majority of the strains. We could conclude that
AmB presented a major fungicidal action in vitro, while azoles demonstrated a fungistatic but not fungicidal profile. So,
we can consider that new drugs, mainly topical ones, are needed to treat lesions related to denture stomatitis, so com-

monly observed in wearers of dental prostheses.

UNITERMS: Candidiasis, oral; Stomatitis, denture; Fungi; Antifungal agents; Amphotericin B; Azoles.
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