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Estudo da relacio entre a infeccdo por Candida sp. e a presenca
de células CD 20+ em hiperplasias inflamatérias
A study of the relationship between Candida infection and the presence
of CD 20+ cells in inflammatory hyperplasias.
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O objetivo do presente estudo é mapear e quantificar as populagdes de células CD 20+ em Hiperplasias inflamatérias (HI) e
estabelecer rela¢io com a infec¢éo por Candida sp. Foram utilizados 41 casos de HI do Laboratério de Patologia Bucal da UFRGS.
Novos cortes de todos os casos foram submetidos a técnica de colora¢do do PAS, criando — se 2 grupos: com e sem infec¢do por
Candida sp. Seguiu — se a marcac¢io imunohistoquimica com anticorpo monoclonal. anti CD 20 para se avaliar a localizacio, a
distribui¢do e quantificacdo das células positivamente marcadas em 3 campos consecutivos (400x), escolhidos sobre a area de
maior concentragido do infiltrado inflamatério. Os resultados da recontagem dos campos mostraram que o examinador estava
calibrado pelo teste “t”de Student. As células CD 20+ néo apresentaram relacdo com a infec¢éo por Candida sp. Concluiu - se que
o envolvimento do bra¢o humoral da resposta imune na infec¢do por Candida sp. na cavidade oral de individuos imunocompetentes
com hiperplasia inflamatéria parece néo ser significante.
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INTRODUCAO

O fungo da espécie Candida albicans é
um microrganismo encontrado na cavi-
dade bucal de individuos com mucosa cli-
nicamente sadia (RINDUN;
STENDERUP; HOLMSTRUP, 1994). Na
presenca de fatores predisponentes, tais
como baixa imunidade, diminui¢éo do flu-
xo salivar e uso de proétese total
desadaptada, este fungo, antes comensal,
assume a forma de hifas e torna-se
patogénico (CANNON et al., 1995).

O trauma cronico ocasionado pelo uso
de uma prétese total desadaptada produz
uma resposta da mucosa bucal, que se
manifesta sob a forma de hiperplasia in-
flamatéria (BUDTZ-JORGENSEN;
THEILADE; THEILADE, 1983). Um es-
tudo envolvendo pacientes
imunocompetentes com hiperplasia infla-
matéria mostrou que em 85 % dos casos o
fungo se apresentava no interior do
epitélio da lesio (BARBACHAN;
DOMINGUES; RADOS, 1996).

Sabe-se que o infiltrado inflamatério
presente nas hiperplasias inflamatérias é
composto principalmente de linfécitos
(BADAUY; BARBACHAN; RADOS,
2002) e que a infecg¢do por Candida sp.
ativa a resposta imune. A resposta imune
é mediada por uma série de diferentes cé-
lulas efetoras, destacando-se entre elas os
linfécitos T, os macréfagos e os linfécitos
B, estes ultimos responsaveis pela produ-
¢do de anticorpos especificos e, conse-

qiientemente pela resposta imune humoral
do organismo.

Estudos sorolégicos realizados em pa-
cientes com hiperplasia inflamatéria indi-
caram a existéncia de alto titulo de
anticorpos contra Candida albicans, suge-
rindo um envolvimento importante do bra-
¢o humoral da resposta imune no combate
a este tipo de infec¢do (AXELSEN, 1973).

Portanto, é objetivo do presente es-
tudo investigar a relacdo entre a infecc¢io
por Candida sp. e a resposta imune
humoral em hiperplasias inflamatérias em
pacientes imunocompetentes, através da
analise da presenca e posicionamento de
linfécitos CD20+ (linfocitos B) em relacdo
a hifas de Candida sp. neste tipo de lesdo.

REVISAO DA LITERATURA

O papel protetor da imunidade
humoral no que se refere a infec¢io por
Candida sp, como afirmado por Fidel
(2002), ainda permanece duvidoso. No
entanto, cabe salientar que andlises ja
foram realizadas em diferentes modelos
de infec¢do por Candida sp., incluindo
candidiase vaginal, oral ou sistémica e que
tanto individuos imunocompetentes quan-
to imunodeprimidos foram avaliados, sen-
do este um fator complicante para a de-
terminacéo do real envolvimento das cé-
lulas B na resposta a esta infecgdo fingica
oportunista.

Assim, Drobacheff et al (2001) dosa-

ram diferentes classes de anticorpos anti

C. albicans (IgA, IgG e IgM) em pacientes
HIV positivos com candidiase bucal e em
pacientes normais sem infec¢do. Neste es-
tudo, foi observado um titulo mais eleva-
do de anticorpos especificos nos indivi-
duos com infec¢io pelo fungo quando com-
parado ao grupo sem infecc¢io.

Viudes, Perea e Lopez-Ribot
(2001), analisaram “in vitro” a
imunogenicidade de uma proteina de su-
perficie de Candida albicans que elicita
uma forte resposta humoral durante
candidiase e De Bernardis et al (2000) em
estudo de candidiase vaginal,
quantificaram os linfécitos B concluindo
que estas células desempenham um impor-
tante papel na defesa contra a infecc¢io
por Candida sp.

No entanto, Williams et al (1997) estu-
daram as células presentes no infiltrado
inflamatério de 10 lesdes de hiperplasia
inflamatéria por Candida e concluiram
que as células B, em nimero reduzido,
predominaram na regido superior do te-
cido conjuntivo em distribui¢io focal e
Katou et al (1999) analisaram as
subpopulag¢des linfocitarias presentes em
enxertos de pele realizados na mucosa
bucal de 20 pacientes tratados com cirur-
gia radical para remog¢do de tumores
intra-bucais. Os espécimes foram subme-
tidos a coloragédo por PAS para pesquisa
e contagem das hifas de Candida albicans,
sendo observado que o niimero de células
CD20 positivas ndo apresentava varia-
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¢des significativas quando comparados os
enxertos com Candida e aqueles que nio
apresentavam o fungo.

E importante ainda salientar que
Heimdahl e Nord (1990) discutiram o me-
canismos de defesa imunolégica contra in-
fec¢des fihngicas em pacientes
imunocomprometidos e concluiram que o
principal mecanismo de defesa contra
Candida sp., neste modelo, é a resposta
imune inespecifica mediada por
neutréfilos e macréfagos.

MATERIAIS E METODOS

Os critérios de inclusio no presente es-
tudo foram: diagnéstico histopatolégico de
hiperplasia inflamatéria, peca removida
por biépsia total (bidpsia excisional) reali-
zada entre 2000 e 2002, e presente no ar-
quivo do Laboratério de Patologia Bucal
da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul; ficha de biépsia completamente preen-
chida, lesdo maior que 5 mm e menor que
11 mm no seu maior didmetro, em blocos
que permitissem a realizagdo de 3 ou mais
cortes, e epitélio de revestimento da lesdo
sem ulceracdo nos cortes em estudo.

Foram realizados 3 cortes histolégicos
de cada caso estudado, sendo o primeiro
corte submetido & técnica de coloracdo
por hematoxilina e eosina (HE) para ava-
liagdo microscépica da lesdo.

O segundo corte foi submetido a técni-
ca de coloracdo por PAS (Acido periédi-
co de Shiff) para deteccdo de Candida sp,
e divisdo em 2 grupos: com infecgdo por
Candida sp e controle. O critério de
positividade para infec¢do por Candida
sp foi morfologia de hifa e parede celular
corada de rosa.

Os casos selecionados foram entdo cor-
tados em micrétomo (espessura de 3 mm),
montados em laminas histolégicas
silanizadas (33003, Dako®, Dinamarca) e
submetidos a técnica imunohistoquimica da
estreptoavidina-biotina, utilizando-se um
anticorpo anti CD20 (clone 126, Dako®,
Dinamarca), para identificacdo e
quantificagdo dos linfécitos B. Os contro-
les positivo e negativo dos anticorpos fo-
ram realizados em apéndices humanos
provenientes de material de arquivo do La-
boratério de Patologia Bucal da UFRGS.

As células marcadas com coloragio
acastanhada foram avaliadas por 1 exa-

Laboratério de Patologia Bucal da UFRGS, Porto Alegr:

minador previamente calibrado num mi-
croscépio 6ptico marca ZEISS® com au-
mento de 100 vezes obedecendo aos se-
guintes critérios:

v’ Distribuicio, conforme as células
se apresentem de forma focal (células con-
centradas em uma ou mais regides da le-
sdo) ou difusa (células distribuidas por
toda extensdo da lesdo).

v Localizacio anatémica predomi-
nante das células positivamente marcadas
quando estiverem infiltrando o epitélio,
na camada sub-epitelial ou profundamen-
te no tecido conjuntivo. A distribuicéo e
localizacio anatomica das células positi-
vamente marcadas foi relacionada a lo-
calizagio das hifas de Candida sp .no gru-
po com infecgdo, para avaliacdo da pos-
sivel rela¢do entre estas e o fungo.

Para a contagem das células marcadas
positivamente e do total de linfécitos cap-
turaram-se 3 campos microscépicos em
aumento de 400 vezes. O primeiro campo
foi posicionado sobre a drea de maior
concentracio do infiltrado inflamatério
(WILLIAMS et al. 1997), procurando-se
englobar o maior nimero de células posi-
tivamente marcadas, sendo os outros dois
campos selecionados da esquerda para a
direita a partir deste, resultando em trés
campos microscépicos contiguos e néo
superpostos (SANT’ANA FILHO, 1995).

Para que uma célula fosse considera-
da positiva para marcagédo com anticerpo
anti- CD20 foi observado que sua mem-
brana citoplasmética apresentasse mar-
cacio completa de coloragio acastanha-
da (HANH, 1989), além de presenga de
niicleo (KATOU et al. 1999) e morfologia
de linfécito.

Aslaminas preparadas para contagem
foram previamente cegadas no laboraté-
rio. Para avaliagdo da reprodutibilidade,
a cada dez campos estudados, um era
recontado e submetido a andlise estatisti-
ca pelo teste “t” de Student, com 5 % de
significincia.

Os resultados foram expressos como a
razdo entre o total de células positivamen-
te marcadas e o total de linféeitos conta-
dos nos trés campos capturados, separa-
dos em grupos controle e com infecgio por
Candida sp e submetidos ao teste“t” de
Student, com 5 % de significincia.

RESULTADOS

Do total de amostras existentes no ar-
quivo do Laboratério de Patologia Bu-
cal da UFRGS, 86 casos que satisfizeram
os critérios de incluséio no presente estu-
do foram submetidos a técnica de colora-
cdo do PAS, resultando na identificag¢do
de infec¢do por Candida sp. em 67 casos.
Os 19 casos sem infec¢io foram utiliza-
dos como grupo controle sendo 22 casos
randomizados entre o total de amostras
com infecgdo selecionados para avalia-
¢do quantitativa. Um estudo piloto, reali-
zado em 6 casos de cada grupo, identifi-
cou a necessidade de um tamanho
amostral igual ou superior a 17 para a
caracterizacdo da amostra.

Observou-se, na marcacdo com
anticorpo anti CD20, que as células apre-
sentaram uma distribuigio preferencialmen-
te difusa e localiza¢@o anatémica profunda
no tecido conjuntive em ambos grupos.

Os dados da contagem de células CD20
positivas e do total de linfécitos estio
apresentados na Tabela 1 e no Grafico 1.

ANEXOS
Grifico 0Ol.

Comparacgao da
contagem de célu-
las CD 20 positi-
vas e dos
linfécitos totais
entre os grupos
com e sem infec-
cao.

Candida
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A analise dos dados néo indicou dife-
rengas estatisticamente significativas no
nimero de células CD20 positivas (p=
0,7082), no niimero de linfécitos totais (p=
0,2774) ou na razdo entre linfécitos
CD20+/ linfécitos totais entre os grupos
controle e com infec¢do por Candida sp.

DISCUSSAO

A distribuig¢io das células CD20+, na
maioria dos casos, apresentou-se de for-
ma difusa e com localizag¢io profunda no
tecido conjuntivo. Nos poucos casos em
que a distribui¢do das células CD20+
apresentou padrio focal, estas se locali-
zaram na camada subepitelial. No pre-
sente estudo nao foi observada qualquer
situacdo em que houvesse um padrao de
penetragao do epitélio pelas células CD20
positivas. Assim, considerando-se ambos
grupos controle e com infec¢éo, ndo hou-
ve diferenca entre a distribui¢ao e locali-
zagdo das células CD20 positivas.

A anilise quantitativa indicou um
maior nimero de linfécitos B no grupo
com infec¢do por Candida sp. quando
comparado ao grupo controle (Grafico 01
e Tabela 01), ao passo que a razio célu-
las CD20 positivas/ linfécitos totais foi
mais alta no grupo controle do que no gru-
po com infec¢do por Candida sp. No en-
tanto, apesar de existir uma tendéncia
para os resultados acima indicados, a
anadlise ndo revelou diferenca estatistica-
mente significante em qualquer das avali-
agoes. Estes resultados sugerem que nio
ha relagio entre a resposta imune
humoral, representada pelo nimero de
células CD20+ no local da lesdo e a infec-
¢do por Candida sp. em lesdes de
hiperplasia inflamatéria em individuos
imunocompetentes.

Os resultados do presente estudo es-
tdo de acordo com Katou et al (1999) e
Williams et al (1997) ao sugerirem que a
infec¢do por Candida sp. ndo apresenta
uma relac¢do direta com a distribuicdo e a
localizagdo das células CD20 positivas na
mucosa da cavidade oral. Em relagdo a
analise quantitativa, Williams et al (1997)
sugeriram que os linfécitos T represen-
tam o principal tipo celular presente nas
candidiases hiperplasicas sendo os
linfécitos B encontrados em nimero re-
duzido. Cabe salientar que mesmo em uma
situa¢ido envolvendo enxertos intra-bu-
cais Katou et al (1997) ndo observaram
diferenga no niimero de linfécitos B em
bidpsias com presenga ou auséncia de.in-
fecc¢éo por Candida sp.

Entretanto, Eversole et al (1997), des-
creveram células CD20+ com padrio de
penetragio do epitélio associadas a hifas
de Candida sp. E importante salientar que

estes autores avaliavam a resposta imu-
ne contra candida em pacientes HIV+
imunocomprometidos, e que Candida sp
¢ considerado um patégeno oportunista.

Assim, pode-se sugerir que o padrio
de resposta imune montado por um orga-
nismo em sua defesa contra infecc¢oes
fangicas oportunistas varia de acordo
com a capacidade imunolégica do mes-
mo. Esta situagdo parece também ser
apoiada pelos trabalhos de Viudes, Perea
e Lopez-Ribot (2001) e De Bernardis et al
(2000).

Viudes, Perea e Lopez-Ribot (2001)
identificaram uma série de epitopos
imunodominantes para células B sobre
uma proteina de parede celular de
Candida albicans e sugeriram que nio so-
mente estes epitopos eram alvos impor-
tantes do sistema imune durante a respos-
ta imune normal a este patégeno como
poderiam ser utilizados para o desenvol-
vimento de novas métodos que visassem
o desenvolvimento de técnicas terapéuti-
cas, de diagnéstico e de profilaxia de
candidiase baseadas em anticorpos. No
caso do trabalho de De Bernardis et al
(2000), cabe salientar que este centrava-
se em um modelo de candidiase vaginal
em ratos. Neste sistema, o niimero de cé-
lulas B apresentou uma associa¢io com
protecdo contra a infec¢io experimental
por Candida albicans.

CONCLUSAO

A resposta imune dirigida contra
Candida sp. parece diferir dependendo
do sistema analisado. Assim, de acordo
com dados obtidos em nosso laboratério
relativos a andlise de células T CD4+ e
CD8+ (submetidos para publicagdo) e
CD20+, em conjunto com dados da lite-
ratura, pode-se sugerir que o principal
mecanismo de defesa contra candidiase
oral em individuos imunocompetentes
com hiperplasia inflamatéria é represen-
tado pela resposta imune celular associ-
ada a resposta imune inata. O
envolvimento do braco humoral da res-
posta imune na infec¢io por Candida sp.
na cavidade oral de individuos
imunocompetentes com hiperplasia infla-
matoria parece nio ser significante. No
entanto, convém salientar que a produ-
¢do de anticorpos especificos pode ter
papel essencial no controle da dissemi-
nagdo da infec¢do por Candida sp. em
outros sistemas.

ABSTRACT

The aim of this study is register and
quantify the CD 20+ lymphocyte
population in inflammatory hiperplasia
(IH) and to establish a relationship with
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Candida infection. 41 cases of the IH from
the Laboratory of Oral Pathology of the
UFRGS were stained with PAS for
Candida evidenciation and dividided into
two groups: infected and control. After
immunoreaction with monoclonal
antibodies, the localization and
distribuition of the marked cells was
appraised. The lymphocyte positive were
quantified in 3 consecutive fields (400x),
where the inflammatory infiltration was
concentrated. The researcher was
calibrated for Student’s “t” test (p<0,05).
The CD 20+ cells did not show
relationship with Candida infection. It
was conclude that the humoral response
is not significant for the host defense
against Candida infection in the mouth of
immunocompetents individuals with TH.

KEYWORDS
Hyperplasia, diagnostic. Candidosis,
oral. CD 20 positive B-lymphocytes.

REFERENCIAS

AXELSEN, N.N. Quantitative

“Immunoelectrophoretic Methods as
Tools for a Polyvalent Approach to
Standardization in the
Immunochemistry of Candida
albicans. Infect. Immmum. , Bethesda, v.
7,mno0. 6, p. 949- 960, June. 1973.

BADAUY, C.M.; BARBACHAN, J.J.;
RADOS, P.V. Avaliacdo das Caracte-
risticas Microscopicas Presentes nas
Hiperplasias Inflamatérias. Rev. Fae.
Odontol, Porto Alegre, v. 43, n. 2, p.
48-52, dez. 2002.

BARBACHAN, J.J.; DOMINGUES,
M.G.; RADOS, P.V. Study of Presence
of Candida in Inflammatory
Hyperplasias. J. Dent. Res., Washing-
ton, v. 75, no. 5, p.1100, May, 1996.

BUDTZ-JORGENSEN, E.;
THEILADE, E.; THEILADE, J.
Quantitative Relatlonshlp Between
Yeasts and Bacteria in Denture
Induced Stomatitis. Scand. J. Dent.
Res., Copenhagen, v. 91, no. 2, p. 134~
142, Apr. 1983.

CANNON, R.D et al. Oral Candida:
Clearance, Colonization, or
Candidiasis? J. Dent. Res., Washing-
ton, v. 74, no. 5, p. 152- 161, 1995.

De BERNARDIS, F. et al. Local
Anticandidal Immune Responses in a
Rat Model of Vaginal Infection by and
Protection Against Candida albicans.
Infect. Immum., Bethesda, v. 68, no.
6, p. 3297-3304,, June 2000.




47

DROBACHEFTF, C. et al. Increased
Serum and Salivary Immunoglobulins
Against Candida albicans in HIV-
Infected Patients with Oral
Candidiasis. Clin. Chem. Lab. Med.,
Berlin, v. 39, no. 6, p. 519-526, June
2001.

EVERSOLE, L.R. et al. Oral
Keratinocyte Immune Responses in
HIV - Associates Candidiasis. Oral
Surg. Oral Med. Oral Pathol., St.
Louis, v. 84, no. 4, p. 373 — 380, Oct.
1997.

FIDEL, P.L. Distinct Protective Host
Defense Against Oral and Vaginal
Candidiasis. Med. Myecol., Oxford, v.
40, no. 4, p. 359-375, Aug. 2002.

HAHN, C.L. A Study of T and B Cells
in Pulpal Pathosis. J. Endod.
Baltimore, v. 15, no. 1, p. 20-26, Jan.
1989.

HEIMDAHL, A.; NORD, C.E. Oral
Yeast Infection in
Immunocompromised and Seriously
Diseased Patients. Acta Odontol.
Secand., Oslo, v. 48, no. 1, p. 77- 84,
Feb. 1990.

JOHANNESSEN, A.C. et al. In Situ
Characterization of the Inflammatory
Cells Infiltrates of Hyperplastic
Denture Stomatitis. Acta Odontol.
Seand., Oslo, v. 44, no. 3, p. 187-192,
June 1986.

KATOU et al. Unique Inflammatory
Features Noted in Intraorally
Transferred Skin Flaps: Correlation
with Candida albicans Infection. Oral
Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral
Radio. Endod., St. Louis v. 87, no. 6,
p- 676- 684, June 1999.

RINDUM, J.; STENDERUP, A.;
HOLMSTRUP, P. Identification of
Candida albicans Types Related to
Healthy and Pathological Oral
Mucosa. J. Oral. Pathol. Med.
Copenhagen, v. 23, no. 9, p.406- 412,
Oct. 1994.

ROITT, 1.V.; BRUSTOFF, J.; MALE,
D. Imunologia. 5. ed. Sdo Paulo:
Manole, 1999. 423 p.

SANT’ANA FILHO, M. Avalia¢io
Quantitativa das Células de
Langerhans no Papiloma, Displasia
Epitelial e Carcinoma Espinocelular.
1995. 47 f. Tese (Doutorado em

Estomatologia) — Faculdade de Odon-
tologia, Pontificia Universidade Ca-
télica do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre.

VIUDES, A.; PEREA, S.; LOPEZ-
RIBOT, J.L. Identification of
Continuous B-Cell Epitopes on the
Protein Moiety of the 58-kiloDalton
Cell Wall Mannoprotein of Candida
albicans Belonging to a Family of
Immunodominnt Fungal Antigens.
Infect. Immun., Bethesda, v. 69, no.
5, p- 2909-2919, May 2001.

WILLIAMS, D. W. et al.
Characterization of the Inflammatory
Cell Infiltrate in Chronic Hyperplastic
Candidosis of the Oral Mucosa. J. Oral
Pathol. Med., Copenhagen, v. 26, no.
2,p. 83-89, Feb 1997.

Recebido: 11 de maio/2004
Aceito: 06 de junho/2004

Endereco para correspondéncia:
Prof. Jodo Jorge Diniz Barbachan
Rua Ramiro Barcelos, 2492
Faculdade de Odontologia UFRGS

R. Fac. Odonto., Porto Alegre, v. 45, n.1, p. 44-47, jul. 2004



