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submetidos a radioterapia cervicofacial Pl en 2120

Candida colonization and species in patients submitted to head and neck radiotherapy

Paulo Rogério Ferreti Bonan'; Fabio Ramoa Pires; Marcio Ajudarte Lopes? Osvaldo Di Hipélito Junior?

TS resumo

Radioterapia Os objetivos deste estudo foram investigar a colonizagao por Candida associada a reducéo do fluxo salivar
Candida e identificar as espécies antes, durante e ap6s a radioterapia em 20 pacientes portadores de carcinomas
de células escamosas, comparando com dados obtidos em dois grupos-controle, um formado por 24

Xerostomia pacientes saudaveis e o outro, por nove pacientes submetidos a radioterapia por pelo menos um ano.

A saliva total de todos os pacientes foi coletada pelo método ndo-estimulado. As unidades formadoras
de col6nia de Candida foram quantificadas e identificadas pelos testes bioquimicos, CHROMagar e Api
20 Aux. Os resultados evidenciaram, no grupo de estudo, reducdo progressiva do fluxo salivar entre a
primeira e a terceira coleta (p = 0,001) e aumento da positividade de espécies, com predominéncia das
espécies C. albicans e C. tropicalis, bem como de sua diversificacdo. Houve correlacéo significativa entre
reducdo do fluxo salivar e colonizacdo por Candida (p = 0,009). Apds 12 meses, o fluxo salivar apresentava-
se baixo e houve maior incidéncia das espécies C. albicans e C. tropicalis. Em suma, os pacientes irradiados
com doses tumoricidas em campos cervicofaciais apresentaram reducao do fluxo salivar, aumento na
colonizacéo flngica e diversificacdo das espécies durante e no final do tratamento.

abstract ST

The aims of this study were to investigate Candida carriage associated with reduced salivary flow and to | Radiotherapy
identify Candida species in 20 patients with squamous cell carcinoma before, during and after head and
neck radiotherapy, comparing with 2 control groups, one compounded by 24 healthful patients and the
other, by nine patients submitted to head and neck radiotherapy one year at least. Whole non stimulated
saliva were collected from all patients. Candida unit form colonies were quantified and identified using
biochemistry tests, CHROMagar and API 20 Aux. The results showed progressive reduction of salivary flow
during radiotherapy (p = 0.001) and increased Candida carriage, mainly C. tropicalis and C. albicans,
with species diversification. The correlation between reduced salivary flow and increased Candida carriage
was statistically demonstrated (p = 0.009). After 12 months of the radiotherapy, the patients showed higher
incidence of C. albicans and C. tropicalis. In conclusion, head and neck irradiated patients showed reduced
salivary flow during radiotherapy, increasing of Candida colonization and higher variety of Candida species
on saliva than non irradiated patients during and after radiotherapy.
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Introducao

A radioterapia de fonte externa (RxT) é uma das mo-
dalidades terapéuticas mais empregadas no tratamento do
cancer em cabeca e pescoco, isoladamente ou associada
a cirurgia e/ou quimioterapia®. Embora os beneficios da
radiacdo tumoral sejam evidentes, efeitos colaterais resul-
tantes da radioterapia em campos cervicofaciais incluem
alteracdes em superficie mucosa, ossos, glandulas salivares
e dentes(" 29,

As glandulas salivares expostas a radiacdo demonstram
alteracdes como atrofia e degeneracdo da porcdo secretora,
levando a reducdo no fluxo salivar e, conseqiientemente,
a xerostomia, queixa principal dos pacientes irradiados
em cabeca e pescoco® . Normalmente, apds 100 cCy, o
que corresponde a segunda semana de tratamento radio-
terapico, o fluxo salivar reduz significativamente e se torna
viscoso, com modificacdes no pH e nos niveis de ions e
imunoglobulinas?®. Esses pacientes apresentam fibrose e
risco aumentado de céries e infec¢des, sendo candidose a
mais freqliente(! 7. 1819, 21, 27),

O aumento da colonizacéo flngica na cavidade bucal
e suas manifestagdes clinicas estdo diretamente associados
a reducdo quantitativa e alteracdes qualitativas da saliva®
2526 Em adicdo, idade, uso do tabaco, imunossupresséo,
higiene bucal deficiente e antibioticoterapia contribuem
para o aumento da colonizacdo de Candida em pacientes
irradiados em cabeca e pescoco(’* 22 29, Durante o curso
radioterapico, foi demonstrada a diversificacdo de espé-
cies de Candida, bem como o aumento da incidéncia da
colonizacdo de espécies como Candida albicans e Candida
tropicalis®’: 2. Mesmo ap6s a RxT, com a continuidade da
xerostomia, a quantificacdo de espécies de Candida pode
ser alta®. Ainda que as relagdes supracitadas sejam bem
conhecidas, poucos estudos analisam diretamente a colo-
nizacdo de Candida em pacientes irradiados em cabeca e
pescoco durante o curso radioterapico(* 720, Portanto, os
objetivos deste estudo séo relacionar o fluxo salivar com a
colonizacéo flngica antes, durante e apés a radioterapia,
verificar a diversificacdo de espécies e comparar com dados
obtidos de pacientes submetidos a RxT ha pelo menos um
ano e com os de pacientes saudaveis.

Materiais e métodos

O presente estudo foi realizado na Faculdade de Odon-
tologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(FOP/UNICAMP) e no Hospital dos Fornecedores de Cana

de Piracicaba, onde foram avaliados 20 pacientes porta-
dores de neoplasias malignas em cabeca e pescoco com
indicacao para a realizacdo de RxT em campos cervicofaciais
(grupo I). Esses pacientes foram submetidos a RxT em doses
tumoricidas, cirurgia e quimioterapia ndo concomitantes,
ndo influenciando na coleta das amostras. Como grupos de
controle foram selecionados aleatoriamente 24 pacientes
com boa salde e sem desordens ou processos patoldgicos
que poderiam levar a xerostomia (grupo Il). Um outro
grupo (grupo llI) foi formado por nove pacientes, os quais
foram submetidos a RxT em doses tumoricidas em campos
cervicofaciais apds pelo menos um ano de realizacdo devido
a neoplasias malignas em cabeca e pescoco.

A coleta ndo-estimulada de saliva foi realizada em todos
0s pacientes por 5 minutos, depositando-se diretamente seu
contetdo liquido produzido nesse intervalo em um frasco
estéril. No grupo |, as coletas foram realizadas antes do inicio
da RxT, entre a 152 e 232 sessdo e ap6s o tratamento. Nos
grupos Il e lll foi realizada coleta salivar inica no momento
da consulta. As amostras de saliva foram pesadas, conver-
tidas para a unidade ml/min, homogeneizadas e diluidas
em solucdo salina estéril. Aliquotas de 0,1 ml de amostras
de saliva puras e diluidas a 10" em solucdo fisiolégica es-
téril foram semeadas em placas de Petri, em duplicata, e
distribuidas de forma homogénea com alca de Drigalsky,
contendo o meio 4gar Sabouraud-dextrose (Difco, B&D,
Brasil) com cloranfenicol a 1% (Quimicetina®Pfizer, Brasil).
As placas semeadas em duplicata, duas para a amostra pura
e duas para a diluicao, foram encubadas em estufa a 37°C
e lidas ap6s 48 horas. A média das unidades formadoras de
colénia (CFU) foi obtida. A partir da contagem de CFU/ml
de saliva os pacientes foram classificados em negativos
(CFU/ml = 0), portadores (CFU/ml < 400) e positivos (CFU/
ml > 400), como proposto por Olsen et al.!®. Quando as
CFUs apresentavam diferencas morfoldgicas de tamanho
(coldnias grandes e pequenas) e superficie (lisa ou rugosa),
foram isoladas separadamente para identificacdo.

Espécies de Candida foram identificadas pelos testes
de formacdo do tubo germinativo e do clamidosconideo,
em que a positividade para ambos identificava a espécie C.
albicans. Quando da negatividade para C. albicans, testes de
fermentacdo e assimilacdo foram realizados sequindo-se a
metodologia proposta por Sandvén@. Em adicéo, em casos
de dlvida investigativa, processou-se a identificacdo por uti-
lizacdo do meio cromogénico CHROMagar Candida (CHRO-
Magar Company, Franca), que diferenciou pela coloracéo
as espécies C. albicans e C.tropicalis de outras espécies, e do
teste de identificacdo APl 20 AUX (BioMérieux Company,
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Franca) para identificar espécies ndo-albicans. Esse estudo
foi aprovado pelo comité de ética da FOP/UNICAMP e os
pacientes consentiram os procedimentos de coleta. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
SPSS (Chicago, IL, USA), os testes nao-paramétricos de
Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e a correlagdo de Spearman
bicaudada, com o nivel de significdncia de 5%.

Resultados

A média etaria dos pacientes do grupo | foi de 59,6 anos
(£ 10,08 anos), sendo formado por 17 homens (85%) e
trés mulheres (15%). Quanto ao grupo I, a idade média
foi de 58,4 anos (£ 11,20 anos), sendo composto por 19
homens (79,1%) e cinco mulheres (20,9%). No grupo lll, a
idade média foi de 56,8 anos (+ 13,9), sendo oito homens
(89%) e uma mulher (11%).

O grupo | apresentou todos os pacientes com carcino-
mas de células escamosas, sendo cinco (25%) em assoalho
bucal, cinco (25%) em orofaringe, quatro (20%) em lingua,
dois (10%) em mucosa jugal e quatro (20%) em outras
localizagGes. O estadio clinico (tumor/linfonodo/metastase
[TNM]) foi dividido em IV (12 casos, 60%), Il (3 casos, 15%),
I (3 casos, 15%) e Il (2 casos, 10%). A dose total média
de radiacdo em campos cervicofaciais foi de 7.070 cGy,
variando de 6.000 cGy a 8.260 cGy. Em todos os pacientes,
os campos de radiacdo envolveram pardtidas, glandulas
submandibulares e muitas glandulas salivares menores. O
valor médio do fluxo salivar obtido nos pacientes do grupo |
foi de 0,5962 ml/min na primeira coleta, 0,23247 ml/min na
segunda coleta e 0,22012 ml/min na terceira coleta. O fluxo
salivar obtido do grupo Il foi, em média, 0,6736 ml/min, e

do grupo Ill, 0,29022 ml/min. Na coleta inicial, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos | e I
(p=0,654). Contudo as médias de fluxo salivar na segunda
e terceira coletas e do grupo lll foram estatisticamente dife-
rentes da coleta inicial do grupo | (p = 0,001, p=0,001, p=
0,026, respectivamente). A distribuicdo dos valores de fluxo
salivar intergrupos e no grupo | esta expressa na Figura. A
freqiiéncia de isolamento de Candida e sua relacdo com o
avanco do tratamento radioterapico estéo demonstradas na
Tabela 1. A condicao de positividade para Candida se tor-
nou mais evidente na metade do tratamento radioterapico
e ap6s um ano do fim do tratamento. Referente a associacdo
entre a reducdo do fluxo salivar e o aumento da colonizacdo
flngica houve relacdo negativa significativa pelo teste de
correlacdo de Spearman bicaudado (-269, p=0,009). A cor-
relacao significativa evidenciou a relacdo entre o aumento da
colonizacéo flngica e a reducéo do fluxo salivar. No tocante
a diversificacdo de espécies, obtidas das amostras isoladas
por diferenca morfoldgica, na primeira coleta do grupo |,
23 espécies foram encontradas; na segunda, 29 espécies; e
na terceira, 27. No grupo Il, 23 espécies foram encontradas
e no grupo lll, 12. As espécies encontradas e sua freqiiéncia
estao listadas na Tabela 2. Observaram-se maior prevaléncia
das espécies C. tropicalis e C. albicans e diversificacdo de
espécies durante e no término da RxT. Quanto a utilizacdo
dos métodos de identificacdo, o bioquimico e o CHROMagar
identificaram a maioria das espécies, ao passo que o APl 20
Aux foi utilizado no reconhecimento de espécies que nado
foram identificadas pelos métodos anteriores. Os métodos
expostos ndo identificaram amostras de C. dubliniensis. As
espécies cuja caracterizacdo ndo foi conseguida por nenhum
dos métodos foram denominadas Candida sp.

1
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mL/min 0,57
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0,11
0

coleta 1l coleta2
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%[_J

Grupo I  Grupo III

Figura - Distribuicdo do fluxo salivar nos grupos I, Il e lll a partir de amostras obtidas em coletas isoladas ndo estimuladas (grupos Il e ll) e coletas no inicio, meio e fim do

tratamento radioterdpico (grupo 1)
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Distribuicao dos pacientes quanto a condicao de positividade para Candida (freqiiéncia de isolamento)

nas trés coletas e nos grupos | e Il (n = 53) relacionada com a cultura do microorganismo a partir de

LEL IR sliva coletada e semeada em meio de cultura dgar Sabouraud-dextrose com cloranfenicol a 1%

Grupo .
Negativo (%)
Grupo |
Primeira coleta (n = 20) 3(15)
Segunda coleta (n = 20) 1 (5)
Terceira coleta (n = 19)* 2 (10,5)
Grupo Il (n=24) 6 (25)
Grupo Il (n=9) 0(0)

Condicao
Portador (%) Positivo (%)
3(15) 14 (70)
3(15) 16 (80)
3(15,8) 14.(73,7)
6 (25) 12 (50)
1(11) 8 (89)

*Uma amostra nGo pdde ser processada.

Distribuicao percentual das espécies de Candida encontradas nas coletas dos grupos |, Il e 11l a partir
LEL IR do isolamento prévio em meio de cultura e diversificacao das espécies durante as coletas no grupo |

Espécies Grupo |
Coleta Coleta 1 Coleta 2
C. albicans (%) 70 39,5
C. tropicalis (%) 33,5 50
C. krusei (%) - -

C. guilhermondii (%) - -

C. humicula (%) - 3,5
C. parapsilosis (%) - 3,5
C. lusitanae (%) - =
Candida sp. (%) - 3,5

Grupo Il Grupo Ill
Coleta 3

37 61 41,6
44.5 26 50
3,7 4,3 -

_ 43 _
7.4 - -
3,7 - -
3,7 4,3 8,4

Discussao

A hipossalivagdo é um dos efeitos colaterais mais fre-
qglientes associados ao tratamento radioterapico em campos
cervicofaciais®?”, A reducéo do fluxo esta relacionada com
0 aumento da colonizacdo oral por Candida, bem como a
microbiota bacteriana acidogénica e aciddrica, responsével
pelo desenvolvimento de céries dentérias"! 121819, 25, 27),

O fluxo salivar durante a radioterapia apresentou re-
ducdo significativa progressiva durante e apds a RxT, em
comparacao com a coleta inicial e com pacientes saudaveis.
O fluxo salivar permaneceu reduzido mesmo um ano depois
do tratamento radioterapico"?. Em um estudo de avaliacdo
similar do fluxo salivar, comprovamos a reducdo do fluxo
salivar dos pacientes irradiados e pds-RxT®. Em adicdo, a
relacdo entre a reducdo do fluxo salivar e o incremento
fangico foi demonstrada estatisticamente. Em um estudo
com metodologia similar, Ramirez-Amador et al.!? associa-

ram estatisticamente a correlacdo entre a redugao do fluxo
salivar e 0 aumento da colonizacéo flngica.

O aumento na colonizacdo flngica é propiciado por,
além de reducéo do fluxo salivar, higiene oral deficiente,
uso de préteses, tabagismo e faixa etéria® & 1% 1522, Esse
fato explica a razao da positividade maior para Candida em
pacientes pré-RxT em comparagdo com pacientes saudaveis.
Reconhecidamente, esses pacientes apresentam higiene oral
deficitaria, muitas vezes dificultada por tumores volumosos,
evidenciada pela predominancia do estédio avancado en-
contrado e pelo perfil tabagista crénico, que também é con-
tributivo para a colonizacéo fingica. Um estudo que avaliou
comparativamente a colonizagdo por Candida durante a RxT
e a sua presenca antes do tratamento evidenciou que 56%
dos pacientes tinham Candida e que 30% das espécies foram
classificadas como C. albicans”. Em outro estudo realizado
por Reeding et al.?® em pacientes irradiados, foram isoladas
espécies de Candida em 51% dos pacientes-controle e em
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73% dos pacientes estudados, com prevaléncia maior de
C. albicans (78%) em lesdes flngicas. Embora difiram na
metodologia, nesse estudo encontramos que a maioria dos
pacientes foi positiva para Candida (70%) e que a espécie
C. albicans foi a mais freqiientemente encontrada no inicio
do tratamento (70%). O grupo ll, composto por pacientes
saudaveis, apresentou perfil etario muito semelhante ao do
grupo |, o que minorou a sua influéncia na diferenca de
quantificacdo intergrupos. No grupo Ill, 89% dos pacientes
foram positivos para Candida, apresentando fluxo salivar
reduzido, o que contribuiu para a colonizacdo, embora um
estudo afirme que ocorram alteracdes na microbiota oral
com reducdo da colonizacéo flngica nesse periodo?.

O aumento na colonizacdo flngica durante a RxT foi
demonstrado por Paula et al.t'”), que mostraram aumento da
colonizacdo progressiva de Candida (72% em comparagao
com 56% prévios a RxT) durante o tratamento associado
principalmente a C. albicans e C. tropicalis (36% e 16%,
respectivamente). De forma similar, Ramirez-Amador et
al."® demonstraram alta positividade para C. albicans
durante o tratamento e no seu término (85% e 68%, res-

pectivamente). A explicacdo mais plausivel para a reducéo
do percentual de incidéncia de C. albicans tem relacéo
com o aumento da positividade para espécies nao-albi-
cans, como demonstrado neste estudo, com a inversao da
predominancia para a C. tropicalis®. A diversificagdo entre
espécies durante e ap6s a realizacdo da RxT foi constatada
por estudos prévios® 7). Contudo, as espécies C. albicans e
C. tropicalis, conhecidas por sua patogenicidade, em todos
os estudos, assim como nesta avaliacdo, foram as mais
freqlientemente encontradas(® 17 20,

Conclusoes

Em suma, os pacientes a serem submetidos ao trata-
mento radioterapico em cabeca e pescoco apresentam alta
positividade para Candida antes do tratamento radioteré-
pico. Além disso, com o aumento da xerostomia, cresceu

a colonizacéo flngica durante a RxT, com predominancia
das espécies C .albicans e C. tropicalis e diversificacdo das
espécies encontradas.
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