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RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de candidose e a 

recuperação de Candida albicans na cavidade bucal de ratas controles e 

ovariectomizadas. Foram utilizadas 124 ratas não portadoras do gênero Candida 

na cavidade bucal, divididas em dois grupos: controle e ovariectomizado. Em 

cada grupo, quatro ratas foram utilizadas para avaliação morfológica do dorso da 

língua por microscopia de luz e microscopia eletrônica de varredura; e 58 ratas 

receberam inoculações de C. albicans para estudo da candidose e recuperação 

de leveduras. O desenvolvimento de candidose no dorso da língua foi observado 

em microscopia de luz e microscopia eletrônica de varredura nos perlodos de 

seis horas, 24 horas. sete e 15 dias após a última inoculação. A recuperação de 

C. albicans foi realizada através de coletas de amostras bucais em intervalos de 

tempo de um, dois, cinco, sete dias, e progressivamente, a cada 15 dias até a 

obtenção de culturas negativas para leveduras. Os resultados foram analisados 

estatisticamente pelos testes t de Student e Mann-Whitney. A morfologia do 

dorso da língua das ratas do grupo ovariectomizado não infectado por Candida 

foi semelhante ao controle. Entre as ratas infectadas, o grupo ovariectomizado 

exibiu menor quantidade de lesões de candidose em relação ao controle. A 

recuperação de C. albicans da cavidade bucal dos animais ovariectomizados foi 

inferior aos controles em todos os perlodos de observação. Concluiu-se que a 

candidose e a recuperação de C. albicans na cavidade bucal das ratas foram 

menos freqüentes no grupo ovariectomizado em relação ao controle. 

PALAVRAS-CHAVES: Candida albicans; candidíase; ratos; ovariectomia 



1 INTRODUÇÃO 

Os fungos do gênero Candida estão, comumente, 

presentes na cavidade bucal de indivíduos saudáveis, sendo C. a/bicans a 

espécie mais prevalente (WEBB et al.136
, 1998; SAMARANAYAKE & 

SAMARANAYAKE110
, 2001). Alterações na microbiota bucal ou no 

sistema imunológico do hospedeiro podem levar ao desenvolvimento de 

candidose (ALLEN', 1994; CANNON et al.27, 1995; WEBB et al. 136, 1998). 

A candidose tornou-se uma doença humana de crescente 

importância nos últimos anos, devido ao aumento do número de pacientes 

com comprometimentos imunológicos associados com infecção pelo vírus 

da imunodeficiência humana (HIV), uso de imunossupressores após 

transplantes de órgãos e terapias antineoplásicas (SAMARANAYAKE & 

SAMARANAYAKE110
, 2001). 

Ao tentar esclarecer os mecanismos relacionados com a 

patogênese da candidose bucal, muitos pesquisadores desenvolveram 

uma variedade de modelos experimentais em ratos, demonstrando que a 

cavidade bucal desses animais é facilmente colonizada por Candida e 

desenvolve infecções semelhantes às lesões clínicas observadas em 

seres humanos (ALLEN5
, 1994; SAMARANAYAKE & 

SAMARANAYAKE110
, 2001). 

Vários fatores predisponentes da candidose bucal foram 

estudados em modelos expertmentais, incluindo: terapia com antibióticos 

de amplo espectro (FISKER et al.40
"
1
, 1982; ALLEN et al8

, 1985), uso de 

próteses acrílicas (SHAKIR et al.119
, 1986), diabetes mellitus (WASAN & 

CONKLIN134
, 1996), aplicação tópica de corticosteróides (DESLAURIES 

et al.32 , 1995), xerostomia (JORGE et al58
"
9

, 1993; TOTTI133
, 1998) e 

terapia imunossupressora (ALLEN et al.9
, 1994; TAKAKURA et al.128

, 

2003). 
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Além desses fatores, a infecção por Candida parece ser 

influenciada pelos níveis de hormônios ovarianos. Estudos demostraram 

que ratas ovariectomizadas são resistentes à colonização vaginal por 

Candida, entretanto desenvolvem infecções prolongadas quando tratadas 

com altas doses de estrógeno (SOBEL et al. 124
, 1985; FIDEL JÚNIOR et 

al.39
, 1993). Os mecanismos pelos quais esses hormônios agem na 

candidose vulvovaginal não estão totalmente esclarecidos, mas vários 

fatores têm sido sugeridos como; a) acúmulo de glicogênio no tecido 

epitelial (DENNERSTEIN & ELLIS31
, 2001); b) aumento da adesão de C. 

a/bicans às células epiteliais (POWEL et al. 100
, 1983; SEGAL et al.118

, 

1984); c) diminuição da resposta imunológica celular para leveduras 

(KALO-KLEIN & WITKIN64
, 1989); e d) indução da germinação e 

crescimento de C. a/bicans (WHITE & LARSEN137
, 1997; ZHANG et al. 144

, 

2000). 

A influência dos níveis de estrógeno e progesterona na 

candidose vulvovaginal tem sido amplamente investigada. Entretanto, 

estudos similares na mucosa bucal são raramente descritos. Assim, este 

trabalho teve por objetivo verificar os efeitos da ovariectomia no 

desenvolvimento de candidose e na recuperação de C. a/bicans na 

cavidade bucal de ratas. 



2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Candida albicans 

O gênero Candida, constituído por cerca de 150 espécies 

de leveduras, é classificado como fungos imperfeitos da classe 

Deuteromycetes por não apresentar ciclo sexual (SAMARANAYAKE & 

McFARlANE109
, 1990; CANNON et al.27, 1995). São células 

constantemente 

(McCULLOUGH 

diplóides e 

et ai. 85
, 1996). 

incapazes de sofrerem meiose 

As principais espécies de Candida, 

consideradas importantes patógenos humanos, são: C. albicans, C. 

tropica/is, C. parapsi/osis, C. krusei, C. kefyr, C. glabrata, C. guillermondii 

e C. dubliniensis (CANNON et al.27
, 1995; SAMARANAYAKE & 

SAMARANAYAKE110
, 2001). 

C. albicans é a espécie mais patogênica e mais 

freqUentemente isolada do organismo humano, tanto como microrganismo 

comensal como patógeno oportunista (CANNON et ai. 27, 1995; 

McCULLOUGH et ai. 85
, 1996). É um fungo dimórfico, que pode existir sob 

a forma de levedura ou hifa (FARAH et al.36
, 2000). Leveduras são 

organismos eucarióticos, unicelulares, que medem aproximadamente 2 a 

B~m de largura por 3 a 14~m de comprimento, e se multiplicam por um 

processo especifico de divisão celular mitótica conhecido como 

brotamento. Hifas são filamentos lineares contendo múltiplas unidades 

celulares divididas por septos, podendo originar-se de uma hifa já 

existente ou de uma levedura (WEBB et al.136
, 1998). A produção de 

leveduras a partir de outras de fonma linear resulta em uma estrutura 

denominada pseudohifa, que pode ser definida como cadeia de células 

alongadas com constricções nas regiões de septos (LIU78
, 2001). 
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A transição entre células leveduriformes de C. albicans 

para a forma filamentosa requer algumas condições, como estágio 

nutritivo apropriado da levedura, presença de fatores indutores, 

temperatura elevada (maior que 33"C) e pH próximo ao neutro 

(SAMARANAYAKE & McFARLANE109
, 1990). 

Análises químicas revelaram que C. albicans contém 

aproximadamente 60% de polissacarídeos, 13% de proteínas, 8,5% de 

lipideos e 18,5% de compostos inertes, de acordo com a forma de 

crescimento. Na forma de hifas, a parede celular é composta por 

quantidade de quitina, cerca de três vezes maior, bem como maior 

concentração protéica. Ocorrem também diferenças qualitativas na 

composição de aminoácidos e teor de polissacarideos (LACAZ72, 1980). 

Ao ser observada em material colhido de lesões, C. 

a/bicans apresenta-se como uma célula oval, leveduriforme, Gram­

positiva, de parede delgada e com germinação. Após 48-72 horas de 

incubação em ágar-Sabouraud, mostra colônias de 4 a 8mm de diâmetro, 

esbranquiçadas, úmidas e cremosas, com odor típico de levedo (WEBB et 

al.136
, 1998). Em ágar CHROM, as colônias de C. albicans apresentam 

coloração verde, diferenciando-se de colônias de C. tropicalis (azul), C. 

krusei (rosa pálido) e C. glabrata (roxo) (WILLIAMS & LEWIS138, 2000). 

Em soro a 37°C, C. albicans produz uma projeção a partir 

das leveduras denominada tubo germinativo. Quando cultivada em ágar­

fubá, apresenta estruturas esféricas características, denominadas 

clamidoconídeos ou clamidósporos. Fermenta glicose e maltose, e 

apresenta ação fermentativa variável para sacarose e galactose. Assimila 

galactose, maltose, trealose, amido solúvel, D-xilose e D-manitol. A 

assimilação é váriável com L-sorbose, sacarose, melezitose, L-arabinose, 

D-arabinose, glicerol, ribitol, D-glucitol, DL-ácido lático, ácido succinico e 

ácido cítrico (LACAZ et al.73, 1998). 

C. albicans foi classificada por Hasenclever & Mitche1145 

(1961) em sorotipos A e B. Em 653 amostras isoladas de diferentes 
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materiais clínicos, esses autores encontraram sorotipo A em 68% das 

amostras e sorotipo B em 32%. A predominância do sorotipo A em 

isolados clínicos tem sido confirmada por vários trabalhos em pacientes 

com estomatite por prótese (MARTIN & LAMB82
, 1982; McMULLAN­

VOGEL et al87
, 1999), em indivíduos hospitalizados (RESENDE et al. 104

, 

2002) e em pacientes com Síndrome da lmunodeficiência Adquirida 

(CAPOLUONGO et al.28,2000; SANTANA et al.112 , 2002). 

Estudos experimentais realizados por Hasenclever & 

Mitchell46 (1961) demonstraram que o grau de patogenicidade para 

camundongos é igual em ambos os sorotipos. Entretanto, em estudo mais 

recente, foi observada uma correlação do sorotipo B com potencial 

patogênico do microrganismo em indivíduos hospitalizados com severa 

imunodepressão (BRAWNER et al.17
, 1992). 

2.2 Patogenicidade de Candida a/bicans 

Os mecanismos de patogenicidade de C. albicans não 

estão totalmente esclarecidos e são difíceis de serem definidos, pois 

dependem do tipo e local da infecção, estágio de invasão e resposta do 

hospedeiro (HAYNES47
, 2001; HUBE & NAGLIK51

, 2001). Vários fatores 

de virulência foram sugeridos, como capacidade de aderência à mucosa, 

habilidade em formar tubos germinativos e hifas, secreção de enzimas 

histoliticas e produção de toxinas (DOUGLAS34
, 1987; AKPAN & 

MORGAN3
, 2002). 

O grau de colonização e infecção dos tecidos do 

hospedeiro por espécies de Candida depende da capacidade desse 

microrganismo de se aderir à superfície da mucosa (McCULLOUGH et 

al85, 1996). Kimura & Pearsal66 (1978) demonstraram que as espécies de 

Candida mais comumente isoladas de processos infecciosos, como C. 

albicans e C. tropicalis, possuem maior capacidade de aderência às 
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células do hospedeiro in vitro do que espécies menos patogênicas, como 

C. krusei e C. gui/hermondii. 

C. albicans apresenta capacidade de aderência a vários 

tipos celulares do hospedeiro, como epitélio, endotélio e células 

fagocíticas (CANNON et al.27
, 1995), além de se aderir em superfícies 

inanimadas, como o acrílico (SAMARANAYAKE & McFARLANE109, 1990; 

SEGAL et al.117
, 1988). 

A aderência de C. a/bicans aos tecidos envolve 

mecanismos específicos, representados peta interação entre moléculas 

de superfície do microrganismo com receptores celulares do hospedeiro, 

e mecanismos inespecíficos, como forças eletrostáticas, agregação 

celular e hidrofobicidade de superfície (COTTER & KAVANAGH30, 2000). 

C. albicans expressa adesinas, moléculas especializadas 

de superfície que reconhecem estruturas do tecido hospedeiro, incluindo 

proteínas celulares, colágeno, fibrinogênio, fibronectina e laminina 

(CANNON et al.27
, 1995; WEBB et al. 136

, 1998). A principal adesina de C. 

afbicans é a manoproteína (PENDRAK & KLOTZ96
, 1995), mas glucana, 

quitina, proteínas da parede celular e lipídeos também podem aluar como 

adesinas (OLSEN95
, 1990). 

A adesão de Candida às células epiteliais ocorre através 

da interação entre a porção protéica da manoproteína da levedura e a 

fucose ou N-acetilglicosamina, presentes nas glicoproteínas das células 

do epitélio (WEBB et al. 136
, 1998). 

Outro mecanismo envolvido na adesão é a 

hidrofobicidade da superficie celular, que parece ser determinada por 

alterações protéicas da parede celular de C. albicans (WEBB et ai. 136
, 

1998; COTTER & KAVANAGH30
, 2000). Células hidrofóbicas são mais 

virulentas, pois aderem-se mais aos tecidos do hospedeiro (HAZEN et 

ai48
, 1991; WEBB et al.136

, 1998). 

A formação de tubos germinativos e hifas por C. albicans 

tem sido associada com aumento da aderência às células epiteliais 
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(KIMURA & PEARSALL67
, 1980) e resistência aos fagócitos, devido as 

suas dimensões físicas (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE110
, 

2001). Existem várias evidências da associação entre formação de hifas e 

patogenicidade de C. albicans, visto que as mesmas sempre estão 

presentes na candidose e são comumente observadas na cavidade bucal 

de pessoas com lesões por Candida (KIMURA & PEARSALL67
, 1980). 

A correlação entre germinação e aumento de aderência 

de C. albicans às células epiteliais da cavidade bucal foi demonstrada em 

vários estudos. Kimura & Pearsall67 (1980) verificaram que a inibição 

parcial da germinação pela cisteina resultou em diminuição da aderência. 

Martin et al83 (1984) observaram que cepas variantes de C. albicans, 

negativas para tubo germinativo, não produziram lesões na cavidade 

bucal de ratos, enquanto que cepas positivas provocaram lesões 

teciduais, caracterizadas por inflamação crônica, invasão de hifas e 

hiperplasia epitelial. Santoni et al-"3 (1994) relataram que a alta 

capacidade de aderência das hifas está relacionada com o aumento da 

expressão de receptores para fibronectina a5~-1. 

Existem duas grandes famílias de enzimas produzidas por 

C. albicans que estão associadas com patogenicidade: as proteinases 

aspartil secretórias (SAP) e as fosfolipases (PL) (CANNON et al.27
, 1995; 

CALDERONE & FONZI24
, 2001; HAYNES47

, 2001). As proteinases foram 

primeiramente descritas por Staib125 (1965) e, atualmente, constituem o 

falar de virulência mais estudado dos fungos (HAYNES47
, 2001). O termo 

proteinase aspartil secretória foi adotado em 1993, pela Sociedade 

Americana de Microbiologia (HOEGL et ai. 50, 1996). 

As proteinases são secretadas predominantemente por 

espécies de Candida patogênicas, como C. albicans e C. tropicalis. Cepas 

de C. parapsilosis possuem moderada atividade proteolitica, enquanto 

que espécies de menor interesse médico não secretam proteinase 

(CANNON et al.27
, 1995; HOEGL et ai. 50, 1996). 
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As proteínas responsáveis pela defesa inespecífica da 

mucosa, incluindo lactoferrina, !actoperoxidase e mucina, são susceptíveis 

à degradação pela proteinase in vitro. Além disso, imunoglobulinas 

presentes na saliva, como lgA, lgG e lgM, são substratos naturais da 

proteinase. Assim, essa enzima pode facilitar a colonização de C. a/bicans 

na mucosa bucal (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE110
, 2001). 

As proteinases secretadas por Candida estão associadas 

com a capacidade de aderência dessas leveduras. Ollert et ai. 94 (1993) 

demonstraram que a pepstatina, um inibidor da proteinase aspartil 

secretória, diminuiu a aderência, ín vitro, de C. albicans aos queratinócitos 

humanos. Outro importante papel dessa enzima é a capacidade de digerir 

queratina, permitindo invasão de C. albicans aos tecidos mais profundos 

(HOEGL et al.50
, 1996). 

As proteinases aspartil secretórias de C. albicans são 

codificadas por uma família de genes sap composta por dez genes 

denominados sap 1 a 10 (SCHALLER et al.115
, 1999; HUBE & NAGLIK51

, 

2001; SCHALLER et al. 116
, 2001). Esses genes parecem apresentar 

funções distintas nos vários tipos de infecção e nos diferentes estágios do 

processo infeccioso (SCHALLER et al.87
, 1999). Os genes sap 4 a 6 estão 

associados com candidose sistêmica, enquanto que a expressão dos 

genes sap 1 a 3 parece ser importante para a virulência de C. albicans 

nas infecções superficiais (HUBE & NAGLIK51
, 2001; SCHALLER et al.116

, 

2001). 

A fosfolipase também é uma enzima importante na 

patogenicidade de C. albicans (GHANNOUM'13 , 2000), sendo capaz de 

catalizar a hidrólise de fosfolipídeos, principais componentes das 

membranas celulares do hospedeiro (LANE & GARCIA75
, 1991). 

Até o momento, foram identificadas quatro classes de 

fosfolipases (PL): PLA, PLB, PLC e PLD (CALDERONE & FONZI24
, 

2001 ), entretanto apenas PLB parece ser requerida para a virulência do 

fungo em modelos experimentais de candidose. A eliminação do gene 
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plb1 em amostras de C. albicans atenuou a patogenicidade para animais. 

Além disso, PLB foi detectada na extremidade da hifa durante a invasão 

tecidual (GHANNOUM43
, 2000). 

A produção de toxinas também é considerada importante 

fator de virulência de C. albicans. Esse microrganismo produz 

endotoxinas, que são letais para camundongos quando injetadas 

endovenosamente (MOURAD & FRIEDMAN89 , 1961) e causam eritema 

em pele de coelhos e cobaios (WINNER140
, 1958). lwata52 (1975) isolou e 

caracterizou uma endotoxina, a canditoxina, que apresenta natureza 

protéica, alto peso molecular, localiza-se no citoplasma da célula e tem 

como ação principal a liberação de histamina dos mastócitos. 

Várias espécies do gênero Candida, Cryptococcus, 

Torulopsis, Trichosporon e outros produzem exotoxinas, que são 

substâncias protéicas com efeitos letais sobre outros fungos e uma 

variedade de bactérias (SAMARANAYAKE & MacFARLANE109
, 1990). 

Essas exotoxinas são conhecidas como toxinas Killer, fator killer, zimocina 

ou micocina (CANDIDO et al.26
, 1995). 

O fenômeno Killer foi primeiramente descrito em 

Saccharomyces cerevisiae por Bevan & Makower15 (1963) e representa 

um modelo de competição biológica semelhante à produção de 

bacteriocinas por bactérias (MAGLIANI et ai. 79
, 1997). Esse fenômeno 

tem sido útil na diferenciação de leveduras dentro da própria espécie, 

podendo ser usado como marcador epidemiológico (BENDOVA14
, 1986). 

Polonelli et al99 (1983) selecionaram nove leveduras 

produtoras de toxinas killer, pertencentes aos gêneros Pichia e 

Hansenu/a, e preconizaram um método de biotipagem de espécies de 

Candida, denominado sistema killer, baseado na sensibilidade de uma 

cepa testada frente às toxinas killer. Jorge et al61 (2000), empregando 

esse sistema, encontraram 11 biotipos de C. albicans em 120 amostras 

isoladas da cavidade bucal de pacientes saudáveis e com candidose. 
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2.3 Candida a/bicans e candidose na cavidade bucal 

Espécies de Candida são comumente isoladas da 

cavidade bucal, trato gastrointestinal, vagina e pele de individuas 

saudáveis. Geralmente, a distribuição de Candida spp. nas várias partes 

do organismo é similar. C. albicans representa a espécie mais isolada, 

seguida por C. glabrata, C. tropica/is e C. parapsi/osis. Uma exceção é 

observada na pele, onde C. parapsilosis e C. guilhermondii são as 

espécies mais freqUentes (SAMARANAYAKE & MacFARLANE109
, 1990). 

Leveduras do gênero Candida estão presentes na 

cavidade bucal de 3 a 48% de adultos e 45 a 65% das crianças saudáveis 

(SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE110
, 2001). Esses valores variam 

conforme o método de coleta do material. Amostras obtidas através da 

coleta de saliva ou enxágües bucais apresentam médias mais elevadas 

do que amostras coletadas com swab (SAMARANAYAKE & 

MacFARLANE109
, 1990). 

C. albicans apresenta predileção por locais anatômicos 

específicos da cavidade bucal (SAMARANAYAKE & 

SAMARANAYAKE110
, 2001). O dorso da llngua parece ser o reservatório 

primário dessas leveduras e o restante da mucosa, superfície dos dentes, 

placa bacteriana e saliva constituem sltios secundários (ARENDORF & 

WALKER12
, 1980). A quantidade de leveduras do gênero Candida 

presentes na saliva de individuas saudáveis pode sofrer grande variação, 

apresentando, normalmente, menos de 400 ufc/ml (STENDERUP126
, 

1990). 

A razão pela qual apenas algumas pessoas são 

portadoras de leveduras na boca ainda não está esclarecida. 

Provavelmente, fatores nutricionais, interações com a microbiota 

bacteriana normal e resposta imunológica estejam envolvidos 

(STENDERUP126, 1990). Além disso, a colonização por Candida na 
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cavidade bucal parece ser favorecida em indivíduos do grupo sangUíneo 

O (BURFORD-MASON etaL21 , 1988). 

A presença de leveduras do gênero Candida na cavidade 

bucal é mais elevada em pacientes com diabetes mellitus (MANFREDI et 

al81
, 2002) e em indivíduos infectados pelo HIV (CAMPISI et aL25 , 2002) 

que apresentam, respectivamente, uma porcentagem de isolamento de 

Candida spp. de 77% e 61 ,9%. 

Jorge et aL60 (1997) observaram maior número de 

pacientes positivos para Candida na cavidade bucal de portadores de 

prótese total (82,66%), de respiradores bucais (68,75%) e de usuários de 

prótese parcial removfvel (68,00%), quando comparados com um grupo 

controle (37,38%). 

A colonização por leveduras na cavidade bucal também 

está relacionada com cárie dentária (RUSSEL et al.108
, 1990; RAITIO et 

ai. 101
, 1996). Moalic et aL 88 (2001) isolaram leveduras da cavidade bucal 

de 70% dos indivíduos com índice de CPOD maior ou Igual a oito e de 

68,33% dos pacientes com mais de sete restaurações. Além disso, 

maiores quantidades de Candida (ufc/mL) foram observadas em 

indivíduos com lesões ativas de cárie. 

Arendorf & Walker12 (1980) salientaram que o estado de 

portador de C. albicans não é Influenciado pela doença periodontal; 

entretanto, outros estudos têm demonstrado associação entre leveduras e 

patologias do periodonto. C. a/bicans tem sido detectada em números 

elevados na microbiota subgengival de abscessos periodontais (DEWil et 

al 33
, 1985), na periodontite avançada em pacientes com AIOS (MURRAY 

et al90
, 1987), em pessoas com periodontite juvenil localizada 

(GONZÁLEZ et aL44
, 1987) e em pacientes com periodontite crônica 

(JORGE56
, 1997). 

As defesas dos tecidos da cavidade bucal contra Candida 

podem ser classificadas em mecanismos imunes não específicos, como a 

integridade da mucosa, presença de bactérias comensais, 
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polimorfonucleares, macrófagos e fatores salivares; e em mecanismos 

imunes específicos, representados por anticorpos séricos, anticorpos 

secretórios e imunidade mediada por células. Elementos salivares que 

podem inibir o crescimento de Candida incluem proteínas ricas em 

histidina e prolina, peroxidase, lactoferrina e lisozima (SAMARANAYAKE 

& SAMARANAYAKE110, 2001). 

A relação entre patogenicidade de C. albicans, condições 

ambientais da cavidade bucal e fatores de defesa do hospedeiro podem 

levar ao desenvolvimento de um processo infeccioso, conhecido como 

candidose (FARAH et al.36
, 2000). 

Candidose é um termo colativo para um grupo de 

doenças que resultam da infecção por Candida spp. (MciNTYRE86, 2001), 

que podem variar de lesões mucosas superficiais até graves infecções 

sistêmicas (WEBB et al. 136
, 1998). Lesões por Candida foram 

primeiramente observadas por Galeno no século 11, sendo descritas como 

ad aphthas a/bus. Entretanto, o agente etiológico da candidose só foi 

identificado em meados do século XIX (McCULLOUGH et al.85
, 1996). 

Em 1950, houve um aumento do número de casos de 

infecções superficiais por Candida associadas com a administração de 

antibióticos de amplo espectro, como a tetraciclina. Nos anos 

subseqüentes, o extensivo uso de corticosteróides, agentes 

imunossupressores e antineoplásicos, contribuiu para o aumento da 

mort>idade relacionada com Candida. Mais recentemente, a candidose 

tem recebido grande atenção devido ao advento da infecção pelo HIV, 

afinal mais de 90% dos individuas infectados por esse vlrus apresentam 

candidose orofaringea (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE110
, 2001). 

C. a/bícans é a espécie mais freqüentemente associada à 

candidose bucal, entretanto outras espécies podem estar relacionadas, 

como C. glabrata, C. tropica/is, C. parapsilosis e C. krusei (FARAH et al.36 

2000; MciNTYRE86 , 2001). Recentemente, uma nova espécie, C. 

dubliniensis, tem sido isolada, principalmente, de lesões de pacientes 
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infectados pelo HIV. Essa espécie apresenta potencial de virulência muito 

semelhante à C. albicans devido à similaridade entre os genomas dessas 

duas espécies (SULLIVAN et al. 127
, 1995). 

Vários estudos experimentais e em seres humanos têm 

demonstrado a influência de fatores predisponentes para a candidose 

bucal. Entre eles, podemos citar: imunossupressão, distúrbios endócrinas, 

deficiência nutricional, medicações, doenças malignas, próteses 

dentárias, alterações epiteliais, mudança quantitativa ou qualitativa da 

saliva, dieta rica em carboidrato, idade, higiene oral deficiente e 

tabagismo (SHERMAN et al.120 2002; TAKAKURA et al. 128
, 2003). 

A candidose bucal pode apresentar três formas clínicas 

principais: pseudomembranosa, eritematosa e hiperplásica 

(SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE110
, 2001). A candidose 

pseudomembranosa é caracterizada por placas brancas aderentes à 

mucosa bucal, que podem ser removidas pela raspagem, expondo a 

mucosa adjacente normal ou eritematosa (SHERMAN et al. 120 2002). Esta 

forma de candidose é bastante comum em crianças, idosos e pacientes 

com disfunções imunológicas (FARAH et al.36
, 2000). Normalmente, 

ocorrem no palato mole, orofaringe, dorso da llngua, mucosa jugal e 

gengiva (Mc1NTYRE86, 2001). 

Histologicamente, as placas brancas consistem de 

aglomerados de hifas, leveduras, células epiteliais descamadas e tecido 

necrótico (FARAH et al 36
, 2000). Observa-se invasão de hifas até a 

camada espinhosa do epitélio, formação de abscessos intra-epiteliais, 

acantose e infiltrado inflamatório subepitelial (FARAH et al.36
, 2000; 

REICHART et al.103
, 2000). 

A candidose eritematosa está associada com o uso de 

corticosteróides e antibióticos de amplo espectro. Tem sido associada 

também com infecção por HIV, sendo que 50% das candidoses 

encontradas nesses pacientes apresentam essa forma da doença. 

Clinicamente, esta lesão é caracterizada por áreas eritematosas no dorso 
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da língua ou palato, com perda das papilas na superfície da língua 

(FARAH et al.36
, 2000; SHERMAN et al. 120 2002). 

No exame histopatológico é semelhante a forma 

pseudomembranosa, entretanto com menor quantidade de hifas 

penetrando no epitélio e infiltrado inflamatório mais intenso no conjuntivo 

(BUDTZ-JORGENSEN20, 1990). 

A candidose hiperplásica ou leucoplásica é uma condição 

crônica, caracterizada por placas brancas que não podem ser removidas 

pela raspagem (NEVILLE et al92
, 1998; SHERMAN et al.120 2002). 

Ocorrem na mucosa jugal, lfngua e palato (FARAH et al.36
, 2000), e 

freqüentemente estão associadas com tabagismo (REICHART et al 103
, 

2000; AKPAN & MORGAN', 2002). Histologicamente, é caracterizada por 

intensa penetração de hifas na superfície do epitélio, que exibe 

hiperplasia e acantose. No conjuntivo subepitelial encontra-se infiltrado 

inflamatório que varia de moderado a severo (REICHART et al.103
, 2000). 

2.4 Candidose bucal experimental em ratos 

A candidose bucal tem sido amplamente estudada em 

animais experimentais, principalmente em ratos Sprague-Daw/ey e Wistar, 

por apresentarem facilidade de manuseio, baixo custo e tamanho 

suficiente da cavidade bucal para inoculação de C. a/bicans e coleta de 

amostras (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE110
, 2001). 

Jones & Adams53 (1970) foram os primeiros autores a 

estabelecer um modelo experimental de candidose bucal em ratos. Um 

volume de 0,25ml de suspensão de C. albicans, contendo 3 x 108 células 

viáveis/ml, foi inoculado na cavidade bucal desses animais. Após um 

período de observação de dez dias, constatou-se colonização por 

Candida em todos os ratos e evidências histológicas de candidose em 

50% desses animais. Além disso, foram observados vários sítios de 

infecção, incluindo dorso da língua, mucosa jugal, gengiva livre e inserida. 
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Russel & Jones107 (1973) estudaram os efeitos da dieta, 

normal ou rica em carboidratos, e da fase do microrganismo inoculado 

(leveduras ou hifas) na presença de Candida e candidose na cavidade 

bucal de ratos tratados com tetraciclina na água de beber (0, 1 %}. A 

administração desse antibiótico resultou em persistência de C. albicans 

em todos os animais após um período de 24 dias. Observaram-se lesões 

teciduais, principalmente no dorso da língua, representadas por perda das 

papilas filiformes, hiperqueratose, acantose e presença de 

polimorfonucleares no epitélio. Tanto a persistência de Candida, como as 

alterações histológicas não foram influenciadas pela dieta ou fase do 

microrganismo inoculado. 

Com o objetivo de descrever as características 

histológicas da infecção por Candida em um periodo mais prolongado, 

Jones & Russel54 (1974) inocularam leveduras na cavidade bucal de ratos 

tratados com tetraciclina. Depois de 22 semanas, apenas dois dos 

quarenta animais estudados apresentavam alterações microscópicas na 

mucosa da lingua, sugerindo que os efeitos da infecção por Candida 

foram reversíveis. 

Através da administração de tetraciclina e inoculações de 

C. a/bicans na cavidade bucal de ratos durante 24 semanas, Allen et ai. 7 

(1982) verificaram lesões clfnicas bem delimitadas, com áreas 

queratóticas e bordas eritematosas, localizadas na linha média do terço 

posterior da llngua, lembrando glossite rombóide mediana observada em 

seres humanos. 

Após uma semana das inoculações de C. albicans na 

boca de ratos tratados com tetraclclina, Fisker et al.40 (1982) recuperaram 

leveduras em 100% desses animais. Essa incidência diminuiu nos 

períodos subseqUentes, chegando a atingir 33% na quinta semana. Em 

relação aos focos de infecção, 98,8% foram encontrados na gengiva 

marginal, mucosa jugal, sulcos alveolares e dorso da língua. Infecções no 
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palato e gengiva inserida foram extremamente raras, representando 1 ,2% 

dos achados. 

Philipsen et al97 (1982) analisaram a morfologia de 

diferentes mucosas da boca através de microscopia óptica e microscopia 

eletrônica de varredura, verificando que a baixa coesão celular e os 

abundantes espaços intercelulares do epitélio da gengiva marginal, 

mucosa jugal, sulcos alveolares e dorso da língua favorecem a 

penetração de hifas. 

Allen e! al8 (1985) estudaram os efeitos da tetraciclina na 

patogenicidade da candidose crônica em língua de ratos. Foram utilizados 

dois grupos, um composto por animais tratados com esse antibiótico na 

água de beber (Grupo I) e um segundo constituido por ratos que 

receberam apenas água destilada (Grupo 11). Ambos os grupos foram 

submetidos a três inoculações de C. albicans em dias alternados durante 

uma semana e depois em intervalos semanais até o fim do experimento. 

Decorridas vinte semanas, lesões clinicas e histológicas foram 

observadas em 80% do Grupo I e 85% do Grupo 11, não havendo 

diferença estatisticamente significante entre eles. Entretanto, as lesões do 

Grupo I eram mais extensas do que as o grupo 11. Os resultados obtidos 

nesse estudo sugerem que a exposição ao antibiótico não é um fator 

essencial para o desenvolvimento de candidose crônica experimental. 

O desenvolvimento de candidose crônica em língua de 

ratos foi estudado por Allen et al.6 (1989), através de análise clínica, 

microscopia óptica e microscopia eletrônica de varredura. A maior 

quantidade de lesões clínicas e alterações epiteliais ocorreram durante a 

segunda e terceira semanas do experimento. Essas lesões iniciaram-se 

na região das papilas cônicas gigantes, entre os dois terços anteriores e o 

terço posterior da língua, e gradualmente atingiram papilas verdadeiras e 

cônicas simples. Na microscopia eletrônica de varredura, raramente foram 

encontradas leveduras e hifas. Esses achados foram concordantes com a 
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análise histológica que mostrou invasão de hifas no interior do epitélio 

nesse período de observação. 

Lacasse et al. 71 (1990) avaliaram os aspectos histológicos 

da mucosa jugal e palato mole de camundongos após curtos períodos da 

inoculação bucal de C. albicans. Depois de três horas, leveduras com 

formação de tubo germinativo apresentavam-se aderidas às células 

epiteliais. Nos perfodos subseqüentes, observou-se progressão da 

infecção, que atingiu o máximo de colonização em 48 horas. A reação 

inflamatória iniciou-se após 24 horas com presença de polimorfonucleares 

e formação de microabscessos. 

Jorge55 (1991) observou o desenvolvimento de candidose 

em língua de rato após injeções intra-epiteliais de C. albicans. A análise 

histológica demonstrou que, após uma hora das injeções, as leveduras 

mostravam brotamentos de tubo germinativo e, decorridas 4 horas, 

pseudohifas penetravam nas células epiteliais com formação de 

microabscessos. O máximo de colonização foi observado no período de 

12 horas. Depois de 24 a 48 horas, as áreas do epitélio com pseudohifas 

apresentaram descamação, hiperplasia da camada basal e discreta 

inflamação no tecido conjuntivo. Aos sete dias, havia poucas pseudohifas 

e o epitélio exibia acantose, hiperqueratose e perda das papilas filiformes. 

Para determinar a velocidade de invasão de C. a/bicans 

nos tecidos de animais com o mínimo de resposta inflamatória, Bykov'13 

(1991) estudou candidose vaginal em camundongos tratados com 

ciclofosfamida e candidose bucal em ratos neonatais. Após inoculações 

locais de C. albicans, esses animais foram sacrificados em diferentes 

intervalos de tempo, compreendidos entre 2 a 48 horas. A velocidade de 

invasão fúngica foi calculada pela espessura do epitélio e o tempo 

necessário para completa penetração das hifas. Os resultados mostraram 

que a velocidade de invasão de C. albicans no epitélio da vagina e da 

lingua foi, respectivamente, de 2,7 e 1,7~m/h. Considerando-se a média 

de invasão tecidual equivalente a 2,2~m/h e a espessura de diferentes 
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epitélios humanos, esses autores presumiram um tempo de invasão para 

os tecidos do homem de 22 a 59 horas. Assim, em condições severas de 

imunodeficiência, a colonização por Candida na superfície da mucosa 

pode levar a uma infecção disseminada em apenas dois dias. 

O'Grady & Reade93 (1993) estudaram o efeito do trauma, 

induzido pela aplicação de calor, na infecção por Candida em língua de 

ratos. Após seis inoculações bucais de C. albicans em um período de 

duas semanas, observou-se maior grau de infecção nos ratos sujeitos ao 

trauma, indicando que a ulceração traumática facilitou a colonização da 

mucosa por Candida. 

Jorge et al58 (1993) avaliaram o efeito da xerostomia, 

provocada pela remoção cirúrgica das glândulas salivares maiores, na 

presença de Candida na cavidade bucal de ratos. Esses animais 

receberam doses orais de O, 1 mg/mUdia de tetraciclina durante sete dias 

antes da inoculação de C. a/bicans, e a seguir, doses de 0,001mg/mUdia 

até o fim do experimento. Após cinco semanas da inoculação, leveduras 

foram recuperadas em 50% dos ratos normais e em 100% dos animais 

sialoadenectomizados. Utilizando metodologia semelhante ao trabalho 

anterior, Jorge et al.59 (1993) verificaram que, após inoculações de C. 

albicans durante 32 semanas, 20% dos animais normais e 70% dos ratos 

xerostômicos apresentavam infecção por Candida na lingua. Esses 

estudos demonstraram que a sialoadenectomia predispõe à candidose 

bucal, confirmando a importância dos constituintes salivares na proteção 

contra esses fungos. 

Totti et ai133 (1996) analisaram a persistência de 

diferentes espécies de Candida na boca de ratos normais e 

sialoadenectomizados durante trinta dias. Grupos de seis animais foram 

inoculados com diferentes espécies, incluindo C. albicans, C. parapsi/osis, 

C. tropica/is, C. gui/hennondii e C. krusei. Tanto nos animais controle 

como nos xerostômicos, C. a/bicans foi a única espécie recuperada em 

grandes quantidades e em todos os períodos. Os autores conc1uiram que 
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a sialoadenectomia favoreceu apenas a implantação de C. albicans, 

porém não influenciou a colonização das outras espécies. 

Totti132 (1998) observou a presença de C. albicans e 

candidose na cavidade bucal de camundongos normais e 

sialoadenectomizados, após uma e quatro inoculações desse 

microrganismo. Os animais xerostômicos apresentaram maior tempo de 

pennanência de C. a/bicans na boca e lesões de candidose mais 

extensas na língua em relação aos camundongos normais, 

independentemente da quantidade de inoculações. 

Freire-Garabal et al.42 (1999) estudaram os efeitos da 

anfetamina no desenvolvimento de candidose bucal em ratos. Antes da 

administração desse medicamento e inoculação de C. albicans, os 

animais foram submetidos à hiposafivação cirúrgica, para facilitar o 

estabelecimento e a persistência da infecção. Os resultados mostraram 

que a porcentagem de área da flngua recoberta por lesões c!inicas, a 

porcentagem de papilas alteradas e o grau de colonização do epitélio por 

hifas foram maiores nos animais tratados com anfetamina em relação ao 

grupo controle. 

Um modelo de candidose orofarlngea em camundongos 

foi desenvolvido por Kamai et af.65 (2001). Os animais receberam duas 

doses de 4mg de acetato de cortisona subcutaneamente e tetracicfina na 

água de beber (0,5mg/mL). Antes da inoculação de C. a/bicans, os 

camundongos foram anestesiados com injeção peritoneal de xilazina e 

pentobarbitaf. A seguir, uma bolinha de algodão com 3mm de diâmetro e 

saturada com 1 OO~L de suspensão de C. albicans (1 08 células/mL) foi 

colocada sublingualmente na cavidade bucal durante 2 horas. Após o 

sacrificio dos animais, a língua e o esôfago foram excisados, sendo que 

alguns desses tecidos foram fixados em formaldeído para análise 

histológica e outros foram homogeneizados, diluídos e semeados em ágar 

Sabouraud para contagem de leveduras (ufcltecido). Na análise 

histo/óg1ca, observou-se presença de leveduras e hifas na camada 
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superficial do epitélio da lfngua e do esôfago. O número de leveduras 

recuperadas após três e sete dias da inoculação foi de 5 a 6 log10 em 

ambos os tecidos. Assim, os autores concluíram que o modelo 

desenvolvido pode ser utilizado para o estudo da candidose orofaringea. 

Teichert et al. 129 (2002) avaliaram a eficácia da terapia 

fotodinâmica, mediada por azul de metileno, no tratamento da candidose 

bucal em camundongos imunossuprimidos. Durante um mês, os animais 

foram inoculados três vezes por semana com swab contendo C. albicans, 

obtido diretamente das colônias no ágar Saboraud dextrose. Além disso, 

uma suspensão de C. albicans contendo 9 x 108 células viáveis/mL foi 

adicionada á água de beber. No dia do tratamento, os camundongos 

receberam aplicação tópica bucal de 0,05mL de azul de metileno em 

diferentes concentrações e irradiação com laser diodo no comprimento de 

onda de 664nm. Coletas de amostras bucais para pesquisa de leveduras 

foram realizadas antes e após o tratamento. Os efeitos dessa terapia 

foram dependentes da dose do azul de metileno, sendo que 

concentrações entre 250 a 400~g/mL apenas reduziram o crescimento 

fúngico, enquanto que concentrações de 450 e 500~g/mL erradicaram 

totalmente as leveduras da cavidade bucal. Esses dados sugerem que a 

terapia fotodinâmica pode ser utilizada no tratamento da candidose em 

pacientes imunodeficientes. 

Takakura et al. 128 (2003) desenvolveram um modelo de 

candidose pseudomembranosa na cavidade bucal de camundongos, 

baseado na utilização de um sedativo durante a inoculação de C. 

albicans. Os animais foram imunossuprimimidos com duas injeções 

subcutâneas de prednisolona (1 OOmglkg) e tratados com tetraciclina na 

água de beber (0,83mg/mL). Para inoculação de C. a/bicans, um swab 

embebido em suspensão contendo 2,5 x 107 células viáveis/mL, foi 

aplicado no dorso da língua de camundongos previamente sedados. A 

sedação foi feita através da inalação de éter ou injeções intramusculares 

de clorpromazina nas doses de 2, 1 O e 50mglkg, que proporcionaram um 



40 

perlodo de sedação, respectivamente, de 5min, 1 ,5h, 3h e 24h. Durante 

sete dias após a inoculação de C. a/bicans, toram realizadas 

recuperações de leveduras da cavidade bucal e análises macroscópicas 

das lesões no dorso da língua. O grau de infecção aumentou conforme o 

tempo de sedação, indicando que 1 Omg/kg (3h) de clorpromazina é a 

dose ideal para esse modelo de candidose experimental. Além disso, 

houve uma correlação positiva entre a contagem de leveduras (ufc/mL) 

recuperadas da cavidade bucal e a quantidade de lesões de candidose 

pseudomembranosa fonnadas na língua, sugerindo que as lesões clínicas 

refletem o grau de colonização da cavidade bucal por C. albicans. 

2.5 Hormônios ovarianos 

Os principais hormônios produzidos pelos ovários são os 

estrógenos e a progesterona. Os estrógenos normalmente encontrados 

na espécie humana são: estrona (E1), 17j3-estradiol (E2) e estriol (E3). 

Dentre esses, o mais importante e ativo é o 17j3-estradiol (BYDLOWSKI22, 

1999). 

A concentração plasmática dos estrógenos é baixa na 

infância, apresentando menos de 1 Opg/mL. Os níveis desse hormônio 

aumentam gradativamente durante a puberdade e atingem concentrações 

de 30 a 320pg/mL no individuo adulto, variando conforme o ciclo 

menstrual. Após a menopausa, os níveis de estrógeno decrescem 

bastante, exibindo concentrações inferiores à 10pg/mL (ANTUNES­

RODRIGUES & FAVARETT011
, 1999). 

Uma das características mais significantes da fisiologia da 

reprodução dos mamíferos é a sua ritmicidade sexual. De acordo com 

essa propriedade, os mamíferos podem ser classificados em dois grupos: 

aqueles que apresentam ciclo menstrual caracterizados pelo 

aparecimento cíclico de uma hemorragia genital devido à descamação do 

endométrio uterino e aqueles que possuem ciclo estral, representado por 
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modificações hormonais, morfológicas e comportamentais características, 

que levam o animal a entrar em estro ou cio (ANTUNES-RODRIGUES & 

FAVARETT011
, 1999). 

O ciclo menstrual é observado entre fêmeas de primatas 

superiores e o ciclo estral é visto em diversos animais, que podem ser 

subdivididos em poliestrais durante o ano inteiro, como os ratos, 

camundongos e hamsters, poliestrais durante apenas determinado 

período do ano e monoestrais, aqueles que apresentam apenas um estro 

por ano (ANTUNES-RODRIGUES & FAVARETT011
, 1999). 

Esta ritmicidade sexual depende fundamentalmente das 

alterações funcionais que ocorrem no sistema hipotálamo-hipofisiário­

gonadal. Durante o ciclo estral ou menstrual, o ovário apresenta 

modificações induzidas pelos hormônios hipofisiários, como o hormônio 

folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH), que determinam a 

produção de hormônios gonadais, como estrógeno e progesterona. Esses 

hormônios induzem alterações morfológicas e funcionais nos órgãos 

sexuais; alterações na secreção de hormônios do sistema hipotálamo­

hipofisiário, através de sua ação retroalimentadora negativa ou positiva; e 

modificações comportamentais, por sua ação no sistema nervoso central 

(BYDLOWSKI22
, 1999; ANTUNES-RODRIGUES & FAVARETT011

, 1999). 

O ciclo menstrual na mulher possui duração de 28 dias e 

é caracterizado por duas fases: uma inicial, que segue à menstruação e 

precede à ovulação, denominada de fase proliferativa, folicular ou 

estrogênica; e outra, a fase secretora, lútea ou progestacional, que se 

segue à ovulação e precede a menstruação seguinte (BYDLOWSKI22
, 

1999). 

A fase proliferatíva é caracterizada pelo desenvolvimento 

gradual dos folículos ovarianos e secreção de estrógenos, que induz à 

proliferação do endométrio uterino. Durante os primeiros sete dias, os 

niveis de estrógeno e progesterona são baixos e relativamente 

constantes. Dos sete aos 14 dias, os níveis estrogênicos aumentam 
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gradativamente, atingindo o pico máximo um pouco antes da ovulação. A 

ovulação consiste no rompimento do folículo maduro e liberação do óvulo, 

que é captado pelas fímbrias da tuba uterina, onde pode ser fecundado. O 

restante do folículo torna-se hemorrágico, formando o corpo lúteo. 

Durante a fase secretora, o corpo lúteo começa a formar quantidades 

crescentes de estrógeno e principalmente progesterona, que faz do 

endométrio um tecido secretor e muito Vascularizado. No fim dessa fase, 

o corpo lúteo começa a degenerar e a produção de estrógeno e 

progesterona diminui gradativamente até a menstruação (JUNQUEIRA & 

CARNEIR062
, 1999; BYDLOWSKI22

, 1999; WILSON & ADAIKAN139, 

1999). 

O ciclo estral da rata apresenta duração de quatro a cinco 

dias (NEQUIM et al.91
, 1979) e após cada estro, forma-se um corpo lúteo 

não funcionante, ou seja, incapaz de produzir estrógeno e progesterona, a 

menos que ocorra fecundação. O ciclo estral apresenta quatro fases: o 

diestro, fase de repouso com duração de um dia; o proestro, período pré­

ovulatório que permanece por 12 horas; o estro ou cio com duração de 

um dia; e o metaestro, fase de retomo ao período de repouso, que 

persiste por um ou dois dias (ANTUNES-RODRIGUES & FAVARETT011
, 

1999). 

Durante o ciclo estral, as concentrações mais altas de 

estradiol ocorrem no proestro e a de progesterona em dois momentos 

diferentes do ciclo, no proestro e na transição entre metaestro e o diestro. 

(NEQUIN et al.91 , 1979; WATANABE et al135, 1990). 

As fases do ciclo estral da rata podem ser identificadas 

através das características celulares do esfregaço vaginal: o diestro 

caracteriza-se pela presença de células epiteliais, leucócitos e muco; o 

proestro apresenta somente células epiteliais; o estro possui apenas 

células queratinizadas; e o metaestro mostra células epiteliais, 

queratinizadas e muitos leucócitos (ANTUNES-RODRIGUES & 

FAVARETT011
, 1999). 
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2.6 Hormõnios ovarianos e candidose 

A candidose vulvovaginal é uma doença bastante comum, 

sendo que 75% das mulheres apresentam esse tipo de infecção em 

algum momento da vida (LANCHARES & HERNÁNDEZ74
, 2000). Vários 

estudos epidemiológicos demonstraram que a candidose é rara em 

meninas antes da menarca e em mulheres após a menopausa, que 

apresentam baixos nfveis de hormônios ovarianos. Por outro lado, essa 

infecção é muito freqüente durante a gestação e a fase secretora do ciclo 

menstrual, quando os níveis de estrógeno e progesterona estão elevados. 

Além de ser, também, bastante comum em mulheres submetidas à terapia 

de reposição hormonal. Todos esses dados sugerem que a candidose 

vulvovaginal é influenciada pelos hormônios ovarianos (SOBEL et al.123
, 

1996; FERRER37
, 2000, LANCHARES & HERNÁNDEZ74

, 2000). 

Segundo Ferrar'' (2000), os altos níveis de estrógeno 

durante a gestação favorecem o acúmulo de glicogênio nas células 

epiteliais da vagina, aumentando a fonte de carboidrato para o 

crescimento e germinação de Candida. 

Dennerstein & Ellis31 (2001) observaram 339 mulheres 

com mais de 55 anos de idade, das quais 142 faziam reposição hormonal. 

A presença de candidose foi encontrada em 38 pacientes tratadas com 

estrógeno, sendo que 37 apresentaram infecção por C. a/bicans e apenas 

uma por C. glabrata. Entre as mulheres que não faziam reposição 

hormonal, a candidose foi observada em dez pacientes, sendo oito 

infectadas por C. a/bicans e as demais por C. g/abrata e C. sake. Além 

disso, esses autores verificaram a capacidade de assimilação do 

glicogênio de várias amostras de C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, 

C. krusei, C. guilliermondii, C. tropica/is, C. /ipolytica, C. /usitaniae e C. 

valida. Todas as amostras de C. albicans apresentaram capacidade em 

assimilar o glicogênio. Entretanto, nenhuma das outras espécies de 

Candida apresentaram essa mesma caracteristica, sugerindo que a alta 
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patogenicidade de C. albicans na candidose vaginal está relacionada com 

o acúmulo de glicogênio nas células epiteliais. 

Existem vários estudos sobre a influência dos hormônios 

ovarianos na adesão de C. a/bicans às células epiteliais (POWEL et al. 100
, 

1983; SE GAL et al.118
, 1984; KALO & SEGAL63

, 1988; THEAKER et al. 130, 

1993). Powel et al.100 (1983) demonstraram que a aderência é aumentada 

pela impregnação de estrógeno nas células do epitélio vaginal. Esse 

hormônio aumenta a exposição de glicoproteínas na supertície celular, 

que agem como receptores para leveduras. Segal et al. 118 (1984) 

verificaram maior aderência de C. albicans, in vitro, às células eptteliais da 

vagina de mulheres grávidas e diabéticas. Kalo & Segal63 (1988) 

estudaram os efeitos do estrógeno e da progesterona na aderência de C. 

albicans ãs células epiteliais vaginais e constataram que somente a 

progesterona foi capaz de aumentar a aderência dessas leveduras ao 

epitélio vaginal. 

Theaker et al. 130 (1993) observaram a influência do ciclo 

menstrual na aderência de Candida às células epiteliais da boca. A 

aderência de C. albicans foi significantemente maior nas células coletadas 

no quinto dia do ciclo menstrual, quando comparadas aos dias 15, 22 e 

28, sugerindo que os hormônios ovarianos também podem estar 

associados com a candidose bucal. 

Kalo-Kiein & Witkin64 (1989) estudaram os efeitos das 

alterações hormonais do ciclo menstrual na morfogênese de C. albicans e 

na resposta imunológica celular para esse microrganismo. Foram 

coletadas amostras de sangue de mulheres saudáveis durante as quatro 

semanas do ciclo menstrual. A seguir, uma suspensão de leveduras de C. 

albicans foi acrescentada ao soro obtido dessas pacientes para 

verificação da formação de tubos germinativos, e protefnas de C. a/bicans 

foram adicionadas aos linfócitos extraídos do sangue das pacientes, para 

observação da proliferação de linfócitos em resposta a esses antigenos. 

Constatou-se que durante a fase secretora do ciclo menstrual ocorreu um 
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aumento da germinação de C. albicans, sendo esse aumento 

inversamente proporcional à resposta proliferativa dos linfócitos. Assim, o 

estágio hormonal das mulheres durante o ciclo menstrual parece 

influenciar a patogenicidade de C. albicans, por modular a resposta 

imunológica celular. 

White & Larsen 137 (1997) analisaram os efeitos do 

estrógeno na morfogênese de três isolados clínicos de C. albicans in vitro. 

A adição de doses farmacológicas de estradiol (1~M) promoveu um 

pequeno aumento no número de germinações. Concentrações cem vezes 

menores desse hormônio, semelhante aos níveis fisiológicos, provocaram 

grande indução de germinação. Os autores concluíram que o estradiol foi 

um forte indutor morfogênico nos três isolados clínicos de C. a/bicans, 

quando administrado em doses similares aos níveis fisiológicos. 

Zhang et al.144 (2000) estudaram os efeitos do estradiol no 

crescimento de C. albicans e na resistência desse microrganismo a 

temperaturas elevadas. Foram preparadas culturas de cêlulas de três 

isolados clínicos de C. albicans, nas quais foi adicionado 17~-estradiol ou 

apenas o solvente desse hormônio (grupo controle). Maior número de 

células viáveis de C. a/bicans foi encontrado nas culturas que continham 

estradiol, e o percentual de crescimento, após incubação em temperatura 

elevada (48°C), foi superior a 45% no grupo com estrógeno e inferior a 

15% no grupo controle. Além disso, o estradiol foi capaz de estimular os 

genes cdr1 e hsp90, que estão envolvidos com a virulência desse 

microrganismo. 

Uma protelna de ligação ao estrógeno (EBP), com alta 

especificidade para 17~-estradiol e outros compostos fenólicos, foi isolada 

de células de C. a/bicans (SKOWRONSKI & FELDMAN122
, 1989; 

BUCKMAN & MILLER16 , 1998). Essa proteína não apresenta homologia 

com os receptores de estrógeno presentes nos mamíferos, e parece ser 

um membro da família das flavoproteinas (MADANI et al.80
, 1994). A 

função fisiológica da EBP ainda não foi identificada, mas acredita-se que 
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ela seja responsável pelos efeitos do estrógeno na patogenicidade de C. 

albicans (BUCKMAN & MILLER19
, 2000; ESSMANN & LARSEN35, 2000). 

A influência dos hormônios ovarianos na candidose 

vulvovaginal tem sido amplamente estudada em animais experimentais 

(SOBEL et al124
, 1985; KINSMAN & COLLARD68 , 1986; FIDEL JUNIOR 

et al.38
, 2000). Sobel et al.124 (1985) avaliaram os efeitos da administração 

de estradiol na candidose vaginal de ratas ovariectomizadas tratadas com 

estrógeno e ratas controle. Em vários períodos subseqüentes da 

inoculação de C. albicans, foram realizadas lavagens vaginais para 

quantificação de leveduras. Após três semanas, 13 das 14 ratas tratadas 

com estrógeno apresentavam Candida no fluido vaginal, com média de 

4ufc(Log)/mL. Entretanto, apenas nove das 14 ratas controle estavam 

infectadas, com média de 2,7ufc(Log)/mL. Além disso, a persistência de 

C. a/bicans após cinco semanas foi observada em dez animais tratados 

com estrógeno e em apenas uma rata do grupo controle. 

Para avaliar os efeitos dos hormônios ovarianos na 

infecção vaginal por C. albicans, Kinsman & Collard68 (1986) inocularam 

uma suspensão de leveduras, contendo 5 x 108 células por mL, na vagina 

de ratas ovaríectomizadas e tratadas com estrógeno e progesterona. 

Utilizando-se de enxágües vaginais, observaram persistência de C. 

albicans por 32 dias em ratas tratadas com estrógeno e somente por sete 

dias em animais tratados com progesterona. Além disso, os resultados da 

citologia esfoliativa revelaram que o estrógeno manteve a infecção, com 

crescimento de hifas entre as células epiteliais queratinizadas. Entretanto, 

nos ratos injetados com progesterona, as leveduras foram eliminadas 

antes da formação de hifas, concluindo que a administração de estrógeno, 

mas não de progesterona, predispõe à infecção por Candida. 

Fidel Júnior et ai. 38 (2000) estudaram os efeitos dos 

hormônios ovarianos na candidose vaginal experimental em 

camundongos, induzida pela inoculação de suspensão de C. albicans, 

contendo 5 x 104 células/rnL. A administração de estradiol nas 
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concentrações entre 0,01 e 0,2mg/semana resultou em infecção 

persistente durante os 35 dias de observação. Entretanto, o tratamento 

com 0,002mg/semana de estradiol e a não administração desse 

medicamento mantiveram a infecção, respectivamente, por apenas 14 e 

sete dias. Esses autores também estudaram os efeitos da progesterona 

na candidose experimental. Os animais foram divididos em quatro grupos 

de acordo com o tratamento: estrógeno (Grupo 1), progesterona (Grupo 11), 

estrógeno e progesterona (Grupo III) e placebo (Grupo IV). Os Grupos I e 

III apresentaram alta quantidade de leveduras recuperadas da vagina dos 

camundongos, durante os 21 dias de observação. Por outro lado, os 

Grupos 11 e IV mostraram um curto tempo de infecção (7 dias), sugerindo 

que apenas o estrógeno é importante na susceptibilidade à infecção 

vaginal por C. albicans. 

Essmann & Larsen35 (2000) estudaram os efeitos de um 

modulador de receptor de estrógeno (LY117018) na colonização vaginal 

por C. a/bicans em ratas ovariectomizadas. Os animais foram inoculados 

com 4,5 x 104 células viáveis de C. albicans e tratados com estradiol, 

modulador de receptor de estógeno ou placebo. Nos dias dois, cinco, sete 

e dez após a inoculação, foram realizados enxágües vaginais para 

recuperação de leveduras e citologia esfoliativa para caracterização das 

células epiteliais. Leveduras foram recuperadas até dez dias nas ratas 

tratadas com estrógeno, por apenas cinco dias nos animais que 

receberam placebo e em nenhum dia nas ratas tratadas com modulador 

de estrógeno. Na c~ologia, observou-se a presença de células 

queratinizadas tanto no grupo tratado com estradiol, como no grupo 

tratado com modulador de estrógeno. Os resultados desse trabalho 

indicam que o tratamento com modulador de receptor de estrógeno 

previne a colonização por C. albicans. Entretanto, esse efeito não pode 

ser atribuído às atterações celulares do epitélio vaginal, uma vez que não 

foi observada diferença na composição dessas células entre os grupos 

tratados com estradiol e com modulador de receptor de estrógeno. 



3 PROPOSIÇÃO 

Os objetivos deste trabalho foram: 

a) estudar o desenvolvimento de candidose no dorso 

da língua de ratas controles e ovariectomizadas, 

após inoculações de C. albicans, utilizando-se das 

análises em microscopia de luz e microscopia 

eletrônica de varredura; 

b) verificar a recuperação de C. albicans da cavidade 

bucal de ratas controles e ovariectomizadas, após 

inoculações de leveduras. 



4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Animais experimentais 

Este estudo foi realizado de acordo com os Princípios 

Éticos para a Experimentação Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Campus de São José dos 

Campos/UNESP, sob protocolo no 028/2001 (Anexo A). 

Foram utilizadas 137 ratas (Rattus norvegicus, Albinus, 

Wistar) com peso inicial de aproximadamente 250g, provenientes do 

Biotério da Faculdade de Odontologia de São José dos Campos/ UNESP, 

que foram distribuidas em vários experimentos conforme Figura 1. 
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I 137 ratas I 8 ratas (dosagem 
de hormónio) 

13 (9,48%) ratas 48 ratas (candidose 

i-o apresentaram leveduras ,. experimental, sendo 40 
na cavidade bucal e não para ML e 8 para MEV) 

foram utilizadas 

r- 10 ratas (recuperação 
de C. albicans) 

,. 58 ratas (inoculações de 

~ 124 ratas I 
C. albicans) 

f-> 
4 ratas (avaliação do 

dorso da lfngua, sendo 2 
para ML e 2 para MEV) 

,. 62 ratas 
controles 

4 62 ratas 
ovariectomizadas 

4 ratas avaliação do 
+ dorso da lfngua, sendo 2 

para ML e 2 para MEV 

+ 58 ratas (inoculações de 
C. a/bicans) 

i-o 10 ratas (recuperação 
de C. albicans) 

Lo 
48 ratas (candidose 

experimental, sendo 40 
para ML e 8 para MEV) 

8 ratas (dosagem 
de harmOnia) 

FIGURA 1 - Fluxograma ilustrando a distribuição dos animais nos experimentos. 

ML: Microscopia de luz; MEV: Microscopia eletrônica de varredura 
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4.2 Colonização natural por leveduras do gênero Candida na 

cavidade bucal das ratas 

No início desse experimento, foi determinada a 

colonização natural por leveduras do gênero Candida na cavidade bucal 

de todos os animais. Para isso foi coletado material de toda a cavidade 

bucal. principalmente do dorso da língua, utilizando-se um swab 

esterilizado, sendo imediatamente semeado em placas com ágar 

Sabouraud dextrose (Difco), adicionado de O, 1mg de cloranfenicol (Cario 

Erba- O, 1mg por ml de meio) em duplicata. As placas foram incubadas a 

3JOC por 48 horas, permanecendo por mais cinco dias à temperatura 

ambiente. 

Após o crescimento de colônias esféricas, branco-foscas, 

com aparência de porcelana, medindo de 4 a Bmm e com odor 

característico, foi realizada a contagem de unidades formadoras de 

colónias por placa (ufc/placa). A seguir, foram feitos esfregaços corados 

pelo método de Gram. 

Quando na microscopia, foram observadas células 

ovaladas, Gram-positivas, com ou sem brotamento, apresentando aspecto 

de Candida, as colónias foram transferidas para ágar Sabouraud dextrose 

inclinado, para obtenção de culturas puras. Foram isoladas todas as 

colónias que apresentaram morfologia ou coloração diferente. Para 

colônias com morfologias idênticas, foram isoladas cinco amostras. 

As ratas positivas para leveduras do gênero Candida não 

foram utilizadas nesse trabalho. 

4.3 Ovariectomia 

As ratas foram anestesiadas com solução de Rompun 

(Bayer) e Francotar (Virbac) na proporção de 1/0,Sml, na dose de 

O, 1 mU1 OOg de peso corporal, via intramuscular. Após depilação da região 
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abdominal lateral e anti-sepsia com álcool iodado, a pele e a musculatura 

foram incisadas longitudinalmente, na região próxima ao nível dos rins e 

abaixo da última costela. O ovário foi identificado, exposto e foi realizada 

hemostasia, através da ligação da parte superior da trompa com fio de 

seda (Ethicon/ Johnson & Johnson n24). O ovário juntamente com a 

gordura circundante, o oviduto e uma pequena porção do útero foram 

excísados. As camadas musculares foram suturadas com fio de sutura 

absorvível (Cirumédica n24) e a pele com fio de seda (Ethicon/ Johnson & 

Johnson nº4), sendo esse procedimento realizado bilateralmente. 

Os animais controles foram submetidos à mesma cirurgia, 

porém seus ovários não foram excisados. 

4.4 Peso corporal de ratas controles e ovariectomizadas 

Vinte animais controles e vinte ovariectomizados foram 

pesados no dia da ovariectomia e sete, 14 , 21 e 28 dias após essa 

cirurgia. Cada rata foi colocada em gaiola individual e pesada (g) em 

balança digital (Micronal 8600). O percentual de aumento do peso das 

ratas, após 28 dias da ovariectomia, foi calculado confonme Figura 2: 

Aumento de peso(%)= Peso final- Peso inicial 
Peso inicial 

FIGURA 2 - Fórmula utilizada para cálculo do percentual de aumento de peso 

das ratas, após 28 dias da cirurgia de ovariectomia 

4.5 Dosagem de estrógeno e progesterona 

Para dosagem de estrógeno e progesterona, foram 

utilizados oito animais controles e oito ovariectomizados. Esses animais 

foram sacrificados após 31, 38 ou 46 dias da cirurgia de ovariectomia. 

Antes da anestesia para o sacriffcio, realizou-se um esfregaço vaginal nas 
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ratas controles para identificação da fase do ciclo estral e somente foram 

usadas para dosagem de hormônios aquelas que estavam em proestro 

(Quadro 1). 

Quadro 1 - Caracterfsticas das células presentes no esfregaço vaginal das 

ratas durante as quatro fases do ciclo estral84 

fases do leucócitos muco I células I células 

ciclo estral ' epiteliais i queratinizadas ' 
diestro ++ ++ + I -

proestro - - I +++ I -
' ' 

estro - - - ' +++ 
' ' 

metaestro +++ - ++ I ++ 
' ' -(- ). ausencta, (+).pouco, ( ++).moderado, ( +++).abundante 

Após anestesia para o sacrifício, foi retirado 2ml de 

sangue da artéria aorta abdominal com auxilio de uma seringa contendo 

heparina a 1% (Liquemine-Rocha). As amostras de sangue coletadas 

foram centrifugadas (centrífuga Excelsa 2 Fanem) a 2500Xg por 10min e 

o plasma foi estocado a -20'C por no máximo dois meses. A seguir, foi 

realizada dosagem de estradíol e progesterona por radioimunoensaio 

(Diagnostic Product Corporation, Estradiol TKE21, Progesterona TKPG1 ). 

Para avaliação das concentrações de hormônios nas 

amostras de plasma, foi registrada uma curva padrão de referência, 

utilizando-se soluções de estradiol nas concentações de 20, 50, 150, 500, 

1800 e 3600pg/ml e de progesterona nas concentrações de O, 1, 0,5, 2, 

1 O, 20 e 40ng/ml. Em cada tubo revestido por anticorpos, foram 

colocados 1 OO~L da amostra do plasma ou da solução padrão e 1 ml de 

lodo reativo (1 125
). Após agitação (Vortex), os tubos foram incubados por 

três horas em temperatura ambiente. A leitura da radiação gama das 

paredes do tubo foi feita em aparelho Cobra 11 Auto-Gama (Packard). 

I 
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O conteúdo de estradiol presente nas amostras foi 

expresso em pg/mL de plasma e o de progesterona em ng/mL de plasma, 

determinados através da curva de referência. A variação intra-ensaio foi 

de 2,4 a 3,3 para estradiol e 2,1 a 3,0 para progesterona. A variação inter­

ensaio foi de 3,2 e 3,7, respectivamente, para estradiol e progesterona. 

Esses procedimentos foram realizados na disciplina de 

Farmacologia da Universidade Federal de São Paulo/UNIFESP. 

4.6 Avaliação morfológica do dorso da lingua de ratas controles e 

ovariectomizadas 

Após 28 dias da cirurgia, oito ratas não infectadas por C. 

a/bicans foram sacrificadas, sendo quatro do grupo controle e quatro do 

grupo ovariectomizado. As linguas foram removidas e analisadas 

macoscópica e microscopicamente, conforme descrito nos itens 4.8.1 a 

4.8.4. De cada grupo, dois espécimes foram submetidos à análise em 

microscopia de luz e dois em microscopia eletrônica de varredura. 

4.7 Inoculação de C. albicans na cavidade bucal das ratas 

Decorridos 28 dias da cirurgia de ovariectomia, 116 ratas 

receberam inoculações bucais de C. albicans, sendo 58 controles e 58 

ovariectomizadas. Antes da realização das inoculações, foi novamente 

coletado material da cavidade bucal dessas ratas, para verificação da 

colonização natural por leveduras do gênero Candida, conforme descrito 

no item 4.2. A inoculação de C. albicans foi realizada apenas nos animais 

negativos para o gênero Candida. 

A suspensão de Candida a ser inoculada na cavidade 

bucal das ratas foi preparada através da cepa padrão de C. albicans (F-

72), proveniente do laboratório de Microbiologia da Faculdade de 

Odontologia ae São José dos Campos/UNESP, isolada de paciente que 



55 

apresentava estomatite por prótese total. Esta cepa apresenta alta 

letalidade para camundongos e é produtora de proteinase, hialuronidase, 

condroitin-sulfatase e fosfatase (ALMEIDA10
, 1991), sendo caracterizada 

através de toxinas kilfercomo biotipo 111 (TOTII132
, 1998). 

Para obtenção da suspensão com número conhecido de 

microrganismos, a cepa foi semeada em ágar Sabouraud dextrose e 

incubada a 37°C por 48 horas. O crescimento foi suspenso em 5ml de 

solução fisiológica esterilizada (NaCI a 0,85%) e centrifugado a 1300Xg 

durante 1 O minutos, desprezando-se o sobre nadante. Esse procedimento 

foi repetido novamente e o sedimento ressuspenso em SmL de solução 

fisiológica esterilizada (NaCI a 0,85%). 

A contagem do número de células viáveis da suspensão 

foi feita em câmara de Neubauer, após prévia coloração com azul de 

metileno a 0,05% (REED e! al102, 1990). A suspensão foi padronizada de 

forma a obter-se 5 X 108 células Viáveis/ml. 

Para a inoculação da suspensão de C. a/bicans, os 

animais foram sedados com solução de Rompun (Bayer) e Francotar 

(Virbac), na proporção de 1/0,5ml, na dose de 0,05mU100g de peso 

corporal, via intramuscular. As ratas receberam um inóculo contendo 5 x 

108 células viáveis de C. albicans em três dias consecutivos. A inoculação 

foi realizada colocando-se 0,2ml da suspensão de C. albicans na boca 

dos animais, com auxílio de seringa de 1 ml e agulha 30 x Sem com ponta 

romba. Imediatamente após a inoculação, o material foi espalhado 

uniformemente pela mucosa do dorso da língua, com auxilio de um swab 

previamente esterilizado e embebido na suspensão. 

4.8 Candidose experimental 

Foram utilizadas 96 ratas para o estudo da candidose 

experimental, sendo 48 do grupo controle e 48 do grupo ovariectomizado. 
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Esses animais foram divididos em vários períodos de observação, 

conforme Quadro 2. 

Quadro 2 - Número de ratas utilizadas para o estudo da candidose 

experimental, de acordo com os diferentes períodos de 

sacrifício (n=96) 

Tempo de Controles (n - 48) Ovariectomizadas (n = 48) 

Sacrifício* ML MEV 

seis horas 10 2 

24 horas 10 2 

sete dias 10 2 

15 dias 10 2 

• . . . . -Tempo de sacnf1c1o apos 1noculaçao de C. afb1cans 
ML: Microscopia de Luz 
MEV: Micoscopia Eletrônlca de Varredura 

4.8.1 Sacrifício dos animais 

ML MEV 

10 l 2 

10 2 

10 2 
-

10 2 

' 

j 

As ratas foram sacrificadas em seis horas, 24 horas, sete 

e 15 dias após a última inoculação. Para o sacrifício, os animais foram 

anestesiados, decaptados em uma guilhotina e suas línguas foram 

removidas, analisadas macroscopicamente e, a seguir, processadas para 

análises em microscopia óptica e microscopia eletrônica de varredura. 

4.8.2 Análise macroscópica 

Observações e documentações macroscópicas do dorso 

da llngua foram feitas com auxílio de lupa estereoscópica (Zeiss), com 

aumentos de 6,5; 8; 10 e 12,5 vezes, procurando-se a presença de lesões 

clínicas características de candidose. 
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4.8.3 Microscopia de luz 

Para análise em microscopia de luz, as línguas foram 

fixadas em formal a 10% por 24 horas e seccionadas em duas partes no 

sentido sagttal. Após inclusão em parafina, foram obtidos cortes de 7~m 

de espessura, que foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-eosina 

(HE) e Ácido Periódico de Schiff (PAS). 

A presença de candidose foi observada em toda a 

superfície do dorso da língua e a descrição dos cortes histológicos foi 

realizada de acordo com a quantidade de leveduras e hifas presentes, 

localização e extensão das lesões, e alterações dos tecidos envolvidos. 

Foi feita uma análise sem i-quantitativa para avaliar o grau 

de colonização do epitélio por Candida, baseada na metodologia proposta 

por Freire-Garabal et al.42 (1999). Foram analisados 28 campos 

histológicos do dorso da língua de cada corte, no sentido antero-posterior, 

utilizando-se objetiva de quarenta vezes. Para cada campo histológico foi 

atribuido um escore, conforme Quadro 3. Assim, foram atribuidos 28 

escores para cada corte histológico. De cada animal, foram analisados 

dois cortes histológicos, escolhidos aleatóriamente, totalizando 56 escores 

por animal. Para realização da análise estat!stica, foi determinado um 

escore médio dos 56 escores. 

Quadro 3 - Escores atribuídos aos campos histológicos para análise do 

grau de colonização do epitélio por Candida 

L_ Escores I Quantidade de leveduras/hifas 
I 

' o ausência I 
1 de 1 a 5 

2 de 6 a 15 

i 3 de16a50 

! 4 mais de 50 

' 
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4.8.4 Microscopia eletrônica de varredura 

Para observação em microscopia eletrônica de varredura, 

os espécimes foram fixados em glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato 

(0, 1M e pH 7,3) por 24 horas a 4°C. 

As línguas foram seccionadas em três partes no sentido 

transversal. Para análise da candidose experimental, em um animal foi 

feita análise microscópica das três partes da língua. Após a observação 

de candidose neste animal, optou-se pela utilização do terço médio da 

língua para analisar os demais animais. 

As peças foram lavadas três vezes com tampão fosfato 

(0,2M e pH 7,3), sendo que cada lavagem teve duração de 10min. A 

seguir, foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio tampão fosfato (0,2M e 

pH 7,3) a 1% durante 1 hora. Após mais duas lavagens com esse tampão, 

os espécimes foram submetidos à desidratação com concentrações 

crescentes de acetona: 50% por 30min, 70% por 30min, 90% por 30min e 

100% por uma hora. Posteriormente, foi realizada a secagem ao ponto 

critico com C02 (Denton Vacuum DCP 1 - USA). 

As amostras foram fixadas em stubs de alumínio e 

recobertas com ouro por 160 segundos a 40 miliamperes (Denton 

Vacuum Desk 11) e avaliadas em microscópio eletrônico de varredura (Jeol 

JSM5600 e Jeol JSM5310). 

Esses procedimentos foram realizados na disciplina de 

Patologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade 

Estadual de Campinas/UNICAMP e no Laboratório Associados de 

Sensores do Instituto de Pesquisas Espaciais/INPE. 

4.9 Recuperação de C. a/bicans da cavidade bucal das ratas 

Vinte ratas foram utilizadas para a recuperação de C. 

a/bicans da cavidade bucal, sendo dez controles e dez ovariectomizadas. 
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Após a inoculação de C. albicans conforme descrito no 

item 4.7, foram feitas recuperações de leveduras da cavidade bucal em 

inteNalos de tempo de um, dois, cinco, sete dias e a seguir, 

posterionmente em inteNalos regulares de 15 dias até se obterem duas 

culturas negativas para leveduras em cada animal. 

Foram coletadas amostras da cavidade bucal dos animais 

com swab, girando-se o mesmo no interior da boca durante 60 segundos, 

procurando-se preferencialmente coletar material do dorso da língua. O 

swab foi imediatamente colocado em tubo, contendo 0,95ml de solução 

fisiológica esterilizada e o mesmo foi agitado durante 30 segundos, 

considerando-se a diluição como sendo 1 o-2
. Foram realizadas diluições 

até 104 e O, 1ml de cada diluição foi semeado em duplicata na superfície 

de ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e as placas incubadas a 

37'C por 48 horas e, a seguir, por mais cinco dias à temperatura 

ambiente. 

Após período de incubação, colônias típicas de Candida 

foram contadas em placas que exibiram entre trinta a trezentas colônias. 

Placas com número de colônias inferior a trinta na diluição 1 o·' foram 

consideradas como 10·1 células de Candida. 

A cada tempo, foram escolhidas aleatoriamente uma 

placa com colônias características de Candida, de um animal 

ovariectomizado e um controle, para obtenção de culturas puras, 

identificação e confinmação da espécie recuperada. 

4.10 Identificação dos isolados 

As cepas isoladas durante a pesquisa do gênero Candida 

(itens 4.2) e na recuperação de leveduras (item 4.9) foram identificadas de 

acordo com Samaranayake & MacFarlane109 (1990) e Sandvén111 (1990), 

realizando-se as seguintes provas: 
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4.1 0.1 Tubo germinativo 

Uma alçada de cultura pura de 24 horas da levedura foi 

adicionada em tubo de ensaio (13 x 17mm), contendo 0,5ml de soro 

estéril de coelho. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37"C por 

duas horas. A formação de tubo germinativo foi observada em 

microscópio de luz, colocando-se uma gota da suspensão entre lâmina e 

lamínula por período de até três horas. 

4.1 0.2 Microcultivo 

Foi utilizado o meio Corn Meal Agar (Difco) adicionado de 

1% de Tween 80. Para a execução da prova, o ágar previamente fundido 

foi distribuído em lâminas de vidro colocadas no interior de placas de Petri 

esterilizadas. Após solidificação do ágar, cada cepa de levedura a ser 

testada foi semeada em estria única na superfície do meio e foi colocada 

uma laminula no centro da lâmina. Após incubação por 48 a 72 horas à 

temperatura ambiente, a leitura foi feita em microscópio óptico, 

observando-se presença de clamidoconideos, leveduras e hifas. 

4.1 0.3 Fermentação de carboidratos 

Foi usado caldo vermelho de fenol (Difco) distribuído em 

tubos de ensaio, contendo tubos de Duhran em seu interior. Cada açúcar 

(glicose, maltose, sacarose e lactose), esterilizado por fittração (filtro 

Millipore, GSWP-02500), foi adicionado de forma a obter concentração de 

1%. Os tubos foram semeados a partir da cultura pura de 24 horas da 

levedura em ágar Sabouraud dextrose. A leitura foi realizada após 48 

horas e confinnada após uma semana, considerando-se a produção de 

ácido pela alteração de pH do meio (mudança da cor vermelha para 
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amarela) e a produção de gás pela formação de bolhas no interior dos 

tubos de Duhran. 

4.10.4 Assimilação de carboidratos 

Foi utilizado meio de cultura quimicamente definido 

(Anexo B). Para a execução da prova, foi preparada uma suspensão de 

levedura em solução fisiológica esterilizada (NaCI 0,85%), a partir da 

cultura pura de 24 horas em ágar Sabouraud dextrose. A concentração da 

suspensão foi correspondente ao tubo 10 da escala McFarland. Foi 

colocado O, 1 ml desta suspensão em placa de Petri esterilizada. A seguir, 

o meio de cultura quimicamente definido, previamente liqOefeito à 

temperatura de 45°C, foi vertido na placa sobre a suspensão da levedura 

e agitado delicadamente (semeadura em pour plate). 

Após solidificação do meio de cultura, discos de papel 

filtro, esterilizados e embebidos em solução de carboidratos a 10% 

(glicose, maltose, sacarose, lactose, galactose e rafinose), foram 

colocados na superfície do meio. A leitura da prova foi realizada após o 

período de incubação de 48 horas a 37°C, através da observação da 

formação de halo de crescimento da levedura ao redor do açúcar 

assimilado. 

4.10.51nterpretação das provas 

Os resultados obtidos nas provas realizadas foram 

interpretados conforme o Quadro 4: 



Quadro 4- Classificação das espécies de Candida de acordo com a formação de tubo germinativo (TG), produção de 

clamidoconideos (Ciam) e hifas, fermentação e assimilação de carboidratos; baseado em SAMARANAYAKE 

& MACFARLANE109 (1990) e SANDVI~'N' 11 (1990) com modificações 
-

Espécies de TG C iam Hifas Fermentação 

Candida GL s M L 
-C. a/bicans + + + AIG AI- AIG -I-

C. steflatoidea v v + AIG AI- AIG -1-

C. guilfiermondii - - + AIG AIG -1- -1-

C. g/abrata 
-- - - AIG -1- -I- -1-

C. krusei - - + AIG -1- -1- -I-

C. fipolytica - - + -I- -I- -1- -1-
-

C. fusitaniae - - + AIG AIG -I- -I-
-

C. parapsilosis - - + AIG -/- -1- -1-

C. t:opica/is - v + AIG AIG AIG -1-

C. kefyr - - + AIG AIG -1- AIG 
- -Gl: glicose; S: sacarose; M: maltose; L: lactose; GA: galactose; R: rafinose 

A: produção de ácido; G: produção de gás 
( + ): prova positiva; ( - ): prova negativa; V: prova variável 

Assimilação 

GA GL s M L GA R 
-

AIG + + + - + -
-

AIG + - + - + -
AIG + + + - + + 

-
-I- + - - - - -
-I- + - - - - -
-1- + - - - - -

AIG + + + - + -
. 

v + + + - + -
v + + + - + -

. 
AIG + + - + + -

Rl 
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4.11 Caracterização dos isolados quanto à sensibilidade às toxinas 

Killer 

As leveduras recuperadas da cavidade bucal das ratas 

(item 4.9) foram caracterizadas fenoticamente quanto à sensibilidade às 

toxinas killer. conforme metodologia proposta por Pollonelli et al.99 (1983). 

Os isolados de Candida a serem testados e as cepas 

produtoras de toxinas killer foram repicadas com 24 horas de 

antecedência. em ágar Sabouraud dextrose modificado (Anexo B). Cada 

cepa de Candida a ser obseNada, foi semeada em meio de cultura para 

verificação do fator killer (Anexo B) em pour-plate. A seguir. as leveduras 

produtoras de toxinas killer foram inoculadas por picada na superfície do 

meio e as placas foram incubadas por 72 horas à temperatura ambiente. 

As amostras foram testadas frente às cepas produtoras de toxinas killer, 

conforme pode ser observado no Quadro 5. 

Quadro 5 - Cepas padrão produtoras de toxinas killer, origem das 

mesmas e seus respectivos códigos 

Cepas Padrão Coleção original códigos 

Hansenula sp Stumn 1034 K, 

Pichia sp ' Stumn 1034 K, I 
Hansenula anomala Um milano 3 K, 

Hansenula anomala CBS 5759 K., 

! Hansenula anomala Ahearn UM 866 K, 

Hansenula ca/ifomica AheamWC40 Ka 
' Hansenula canadensis Ahearn WC41 K1 

Hansenula dimennae Ahearn WC44 Ka 
Hansenu/a mrakii Ahearn WC 51 Ks 

Foram considerados sensíveis (positivos) os cultivos que 

produziram halo incolor ao redor das cepas padrão e resistentes 
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(negativos) os que apresentaram crescimento em torno das mesmas. 

Feita a leitura do teste para verificação do fator killer, os resultados da 

biotipagem foram designados através do esquema proposto por Pollonelli 

et al99 (1983), composto por três dlgitos, cada um representando uma 

combinação dos resultados obtidos no triplet de três cepas (Quadro 6). 

Quadro 6- Modelo de biotipo kifler9 

Atividade do 1" triplet [ Atividade do 2" triplet Atividade do 3" triplet 
' ' 

k1 ! k2 k3 Código k4 k5 k6 Código k7 k8 k9 Código 

+ + + 1. + + + 1. + + + 1. 

+ + - 2 + + - 2 + + - 2 

+ + ' 3 + + 3 + + 3 - I 
- -

- + ' + ! 4 - + + 4 - + + 4 
' ' -

5 + 5 ' + 5 - - - - ' - - ' 
I + I I _._j 

' + 6 + ' 6 + 6 - - - - - -
- - + 7 - - + 7 - - I + 7 

- - + I 8 - - + 8 - - + 8 
' * Exemplo: B1ot1po 111 

4.12 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada no Programa Minitab, 

considerado-se nível de significância de 5%. 

Em relação ao controle de peso (%), dosagens de 

estradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml), e recuperação de C. albicans (log 

ufclml), as médias dos grupos controle e ovariectomizado foram 

comparadas pelo teste I de Student. Para comparação entre os escores 

dos grupos ·controle e ovariectomizado, obtidos na análise histológica da 

colonização do epitélio por Candida, foi aplicado o teste de Mann­

Whitney. 

' ' 



5 RESULTADOS 

5.1 Colonização natural por leveduras do gênero Candida na 

cavidade bucal das ratas 

Entre as 137 ratas analisadas no inicio desse estudo (item 

4.2). 13 (9,48%) apresentaram leveduras do gênero Candida na cavidade 

bucal e não foram utilizadas nos demais experimentos do presente 

trabalho. 

Em relação à identificação dos isolados, ocorreu 

predominância de C. guilliermondii (44,44%) e C. /usitaniae (38,88%). As 

demais espécies encontradas foram: C. tropica/is (5,55%), C. krusei 

(5,55%) e C. glabrata (5,55%). 

Após 28 dias da cirurgia de ovariectomia, foi realizada 

uma nova coleta de saliva da cavidade bucal das ratas (item 4. 7) e 

verificou-se que os animais continuaram revelando resultados negativos 

para leveduras. 

5.2 Peso corporal das ratas controles e ovariectomizadas 

As médias e os desvios-padrão dos valores de peso 

corporal das ratas pertencentes aos grupos controle e ovariectomizado 

(Apêndice A) estão representados na Figura 3. 

A média e o desvio-padrão do percentual de aumento de 

peso após 28 dias da ovariectomia foi de 11,59 ± 3,86% para as ratas 

controle e 20,36 ± 3,02% para as ratas ovariectomizadas, sendo esta 

diferença estatisticamente significante (Teste t de Student, a= 5%, p = 

0,000). 
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FIGURA 3 - Médias e desvios-padrão do peso corporal das ratas pertencentes 

aos grupos controle e ovariectomizado, no dia da ovariectomia (dia 

O) e nos dias sete, 14, 21 e 28 após essa cirurgia. 

5.3 Dosagem de estrógeno e progesterona 

Os resultados obtidos na dosagem de estradiol e 

progesterona (Apêndice 8) nos animais dos grupos controle e 

ovariectomizado estão demonstrados nas Figuras 4 e 5. A média dos 

níveis plasmáticos de estradiol e progesterona foi maior no grupo controle 

em relação ao ovariectomizado, sendo esta diferença estatisticamente 

significante. 
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FIGURA 4 - Médias e desvios-padrão dos níveis plasmáticos de estradiol para os 

grupos controle e ovariectomizado. Diferença estatisticamente 

significante (Teste t de Student; a= 5%, p = 0,0003). 
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Controle Ovariectomizado 

FIGURA 5 - Médias e desvios-padrão dos níveis plasmáticos de progesterona 

para os grupos controle e ovariectomizado. Diferença 

estatisticamente significante (Teste t de Student; a = 5%, p = 
0,0002). 

5.4 Morfologia do dorso da língua de ratas não infectadas por C. 

albicans 

Na análise macroscópica, na microscopia de luz e 

microscopia eletrônica de varredura das oito ratas não infectadas por C. 

albicans, observou-se que as línguas do grupo ovariectomizado 

apresentaram aspecto de normalidade semelhante ao controle. 

A língua da rata é um órgão muscular revestido por 

epitélio queratinizado, formado de uma região superior, o dorso, e uma 

inferior, o ventre. O dorso apresenta uma porção bucal, que se e~tende da 

extremidade anterior da língua até a papila valada, e uma porção 

faríngea, localizada posteriormente a essa papila. A porção bucal divide­

se em duas partes: os dois terços anteriores que possuem sulco mediano 
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no sentido sagital, e o tubérculo intermolar, que corresponde ao terço 

posterior (Figura 6). 

O dorso da língua é revestido por epitél io pavimentoso 

estratificado ortoqueratinizado, formando interdigitações com o conjuntivo 

subjacente. Na porção bucal, estão presentes as papilas filiformes e 

fungiformes. As papilas filiformes são classificadas em cônicas simples, 

localizadas nos dois terços anteriores; verdadeiras, no tubérculo 

intermolar; e gigantes, na região que separa as cônicas simples das 

verdadeiras (Figuras 7 e 12). As papilas fungiformes estão presentes em 

menor número nos dois terços anteriores, entre as papilas cônicas 

simples. 

As papilas cônicas simples são curtas, exibem base larga 

e estão distantes umas das outras, com bastante superfície interpapilar 

(Figuras 8 e 13). Ao contrário, as papilas verdadeiras são mais alongadas, 

apresentam base mais estreita e estão próximas umas das outras, com 

pouca superfície interpapilar (Figuras 9 e 14). As papilas gigantes são 

maiores e mais visíveis do que as outras papilas filiformes (Figuras 1 O e 

15). As papilas fungiformes são curtas e largas, apresentam base 

arredondada e corpúsculo gustativo no epitélio da superfície superior 

(Figura 11 ). 

As papilas filiformes apresentam duas superfícies: 

anterior, que é convexa nas papilas cônicas simples e verdadeiras, porém 

côncava nas gigantes; e posterior, que é côncava nas cônicas simples e 

verdadeiras, e convexa nas gigantes (Figuras 7 e 12). A colonização de 

bactérias no dorso da língua ocorre na superfície convexa das papilas 

filiformes, geralmente não ocorrendo nas superfícies côncavas, regiões 

interpapilares e papilas fungiformes. As bactérias apresentam-se 

predominantemente na forma de cocos e em maior quantidade nas 

papilas verdadeiras. 

O ventre da língua é revestido por epitélio pavimentoso 

estratificado queratinizado e conjuntivo rico em vasos sangüíneos e 
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linfáticos. O epitélio forma poucas interdigitações com o tecido conjuntivo 

e a camada de queratina é plana e sem evidências de acúmulo de 

bactérias aderidas à superfície. 

Abaixo do conjuntivo subepitelial, a língua é formada por 

músculo estriado, cujas fibras se encontram agrupadas em feixes 

dispostos em três planos. Entre as fibras musculares da região posterior, 

são encontradas glândulas salivares serosas e mucosas. 
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FIGURA 6- Aspecto macroscoprco do dorso da língua de rata do grupo controle. 

~""'-

A papila valada (-7) separa a porção faríngea da língua (F) da região bucal. 
As papilas gigantes (•). separam os dois terços anteriores da língua do 
tubérculo intermolar (TI). 

&..: ~ --,~-.. - ~ 
~ ~~ ~.;... 

• ~r.:.. :· ~" . 

FIGURA 7- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle. A porção bucal 
apresenta papilas filiformes, denominadas cônicas simples (PCS) na 
região anterior, gigantes (PG) e verdadeiras (PV) na região posterior. 
Abaixo do epitélio, observam-se a lãmina própria e as fibras musculares 
estriadas. HE; aumento original: 25X. 
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FIGURA 8 - Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo ovariectomizado. As 
papilas cônicas simples exibem superfície anterior convexa. HE; aumento 
originai100X. 

FIGURA 9- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle na região de 
papilas verdadeiras. Verifica-se a presença de bactérias ( ~) aderidas à 
superfície anterior (convexa) das papilas. HE; aumento originai100X. 
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~ PG PV 

FIGURA 1 O - Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle nas regiões de 
papilas gigantes (PG) e verdadeiras (PV). Bactérias ( -7) estão aderidas à 
superfície posterior (convexa) das papilas gigantes e superfície anterior 
(convexa) das papilas verdadeiras. HE; aumento originai100X. 

l ~ •; 
a\\1 . . ' " 

~ ': ~ ~ •I •· 

' ~I . , .. 
FIGURA 11- Corte sagital da língua de rata do grupo ovariectomizado, 

observando-se papila fungiforme com corpúsculo gustativo (-7). HE; 
aumento original 400X. 



FIGURA 12- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata controle. As papilas cônicas simples (PCS) e verdadeiras 
(PV) apresentam inclinação para posterior e as gigantes (PG) 
para anterior. Aumento original: 75X. 

FIGURA 13- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata controle. As papilas cônicas simples possuem inclinação 
para posterior, determinando superfície anterior convexa e 
posterior côncava. Aumento original: 180X. 
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FIGURA 14- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata controle na região de papilas verdadeiras. Bactérias ( -7) 
estão aderidas à superfície anterior (convexa) dessas papilas. 
Aumento original: SOOX. 

FIGURA 15- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata controle nas regiões de papilas gigantes (PG) e papilas 
verdadeiras (PV). Aumento original: 130X. 

75 
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5.5 Candidose experimental 

5.5.1 Análise macroscópica 

Entre as 96 ratas infectadas com C. albicans para o 

estudo da candidose experimental, verificou-se a presença de lesões 

clínicas na língua dos animais controles e ovariectomizados após sete e 

15 dias da inoculação de C. albicans (Tabela 1 ). 

Tabela 1 -Número (n) e percentual (%)de ratas que apresentaram lesões 

clínicas no dorso da língua entre as 96 examinadas 

Períodos de Sacrifício* Controles Ovariectom izadas 
n % n % 

6 horas o o o o 
24 horas o o o o 

7 dias 8 66,66 5 41,60 

15 dias 9 75,00 4 33,00 

• n = 12 para cada perfodo de sacrfício 

As lesões clínicas de candidose foram caracterizadas por 

áreas de atrofia papilar, geralmente bem delimitadas e localizadas na 

região de papilas cônicas simples, próxima às papilas gigantes (Figuras 

16 e 17). Duas ratas controle exibiram um sulco transversal na área da 

lesão. 
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FIGURA 16- Aspecto macroscópico do dorso da língua de rata controle, 15 dias após 
a inoculação de C. albicans. Verificam-se áreas de atrofia papilar (~) . 
Aumento original: 6,5X. 

FIGURA 17- Aspecto macroscópico do dorso da língua de rata ovariectomizada, 15 
dias após a inoculação de C. albicans. Nota-se região de atrofia papilar 
(~). Aumento original: 8,0X. 
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5.5.2 Microscopia de luz e microscopia eletrônica de varredura 

Após seis horas da inoculação de C. albicans, a análise 

de microscopia óptica mostrou a presença de candidose em todas as 

ratas controle e em nove ratas ovariectomizadas. 

As lesões de candidose eram constituídas por 

quantidades variáveis de leveduras e hifas no interior da queratina. Essas 

lesões estavam presentes em diversas regiões do dorso da língua, mas 

ocorreram predominantemente nas papilas cônicas simples. As lesões ora 

eram bem localizadas e envolviam apenas uma ou duas papilas filiformes; 

ora eram mais difusas, atingindo várias papilas. Por vezes, as demais 

camadas do epitélio e a lâmina própria apresentavam-se normais, porém 

quando havia maior quantidade de Candida, notavam-se vários leucócitos 

polimorfonucleares nas camadas espinhosa e basal, inclusive formando 

microabscessos intra-epiteliais (Figuras 18- 21). Nesses casos, a lâmina 

própria também apresentava infiltrado inflamatório predominantemente 

polimorfonuclear. 

Nestas lesões, observaram-se ainda áreas de 

desorganização epitelial com perda de estratificação. A lâmina própria 

exíbia numerosos vasos sangüíneos dilatados e congestos. 

As ratas controle apresentaram áreas de candidose mais 

difusas no dorso da lingua e maior colonização por leveduras e hifas no 

epitélio, em relação às ratas ovariectomizadas. 

Na análise em microscopia eletrônica de varredura, o 

dorso da llngua apresentou aspecto de normalidade quando observado 

em pequenos aumentos. Em maiores aumentos, era possível observar a 

presença de bactérias e leveduras aderidas às papilas filiformes, 

principalmente nas superficies anteriores (Figura 22). Em regiões com 

grande quantidade de leveduras, as papilas filiformes apresentavam-se 

recobertas por biofilme (Figura 23). Neste periodo de observação, 

nenhuma hifa foi encontrada no dorso da lingua. 
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A quantidade de leveduras encontradas no dorso da 

língua foi maior no grupo controle em relação ao ovariectomizado. 
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FIGURA 18 - Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle, seis horas 
após a inoculação de C. albícans. Observa-se intensa proliferação de 
leveduras e hifas ( ~) na queratina. O epitélio demonstra áreas com 
duplicação da camada basal e exocitose (..,. ). PAS; aumento original 200X. 

FIGURA 19- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo ovariectomizado, seis 
horas após a inoculação de C. albícans. Verifica-se a presença de hifas 
(-7) na queratina e células inflamatórias na camada basal do epitélio( .... ). 
PAS; aumento original 200X. 
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FIGURA 20- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle, seis horas 
após a inoculação de C. albicans. Presença de leveduras e hifas na 
queratina (-7) e exocitose neutrofílica ( .... ). PAS; aumento originai630X. 

-

FIGURA 21- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle, seis horas 
após a inoculação de C. albicans. Nota-se grande quantidade de hifas 
( -7) e microabscesso intra-epitelial (..,.) . PAS; aumento original 630X. 



FIGURA 22- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo controle, seis horas após a inoculação de 
C. albicans. Observam-se leveduras (-7) e biofilme bucal 
entre as papilas cônicas simples. Aumento original : 600X. 

FIGURA 23- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo ovariectomizado, seis horas após a inoculação 
de C. albicans. Leveduras ( -7) e bactérias (...,.) estão aderidas 
à superfície anterior das papilas cônicas simples. Aumento 
original: 1900X. 
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Decorridas 24 horas da inoculação de C. albicans, 

observou-se em microscopia óptica a presença de candidose em todos os 

animais dos grupos controles e ovariectomizados. 

A candidose era constituída por intensa proliferação de 

hifas na camada de queratina, que se apresentaram bem mais alongadas 

do que no período de observação de seis horas. Nas áreas de candidose, 

observaram-se diversos leucócitos polimorfonucleares nas camadas basal 

e espinhosa do tecido epitelial e no tecido conjuntivo subjacente. O 

epitélio apresentou degeneração hidrópica em toda a extensão e 

espongiose, principalmente, nas camadas basal e parabasal. Em algumas 

áreas, havia descamação da queratina com aglomerados de hifas e 

células inflamatórias (Figuras 24 - 27). 

As lesões de candidose eram mais distribuídas no dorso 

da língua em relação ao período de observação de seis horas. No grupo 

controle, essas lesões eram mais intensas do que no grupo 

ovariectomizado. 

Na análise de microscopia eletrônica de varredura, 

nenhuma alteração morfológica do dorso da língua foi observada em 

pequenos aumentos. Entretanto, em maiores aumentos foram 

encontradas leveduras e grandes quantidades de hifas entre as papilas 

filiformes (Figura 28). 

Em algumas regiões, as hifas estavam localizadas 

perpendicularmente ao tecido e pareciam penetrar no seu interior. Além 

disso, nas áreas com intensa proliferação de hifas, havia degradação 

tecidual (Figura 29) e descamação celular das papilas filiformes (Figura 

30). 

No grupo controle, as hifas foram encontradas em 

diversas áreas da língua e envolviam várias papilas filiformes (Figura 31). 

Entretanto, no grupo ovariectomizado, a presença de Candida foi 

observada apenas em algumas regiões. 
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FIGURA 24- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle, 24 horas após 
a inoculação de C. albicans. Leveduras e hifas estão na queratina, que 
parece estar se descamando da superfície (~) - PAS; aumento original 
200X. 

FIGURA 25- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle, 24 horas após 
a inoculação de C. albicans. Observam-se leveduras e hifas na queratina 
( ~) e células com degeneração hidrópica nas outras camadas do epitélio 
( .... ). PAS; aumento original 400X. 
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FIGURA 26- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo ovariectomizado, 24 
horas após a inoculação de C. a/bicans. Verifica-se a presença de 
bactérias (-7) aderidas à superfície anterior (convexa) das papilas 
cônicas simples, leveduras e hifas na queratina e degeneração hidrópica 
no epitélio (..,. ). PAS; aumento original 200X. 

FIGURA 27- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo ovariectomizado, 24 
horas após a inoculação de C. albicans. Leveduras e hifas penetram na 
queratina ( -7) e o epitélio apresenta degeneração hidrópica (..,. ). PAS; 
aumento original 400X. 



FIGURA 28- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo ovariectomizado, 24 horas após a inoculação 
de C. albicans. Verificam-se hifas ( -7), descamação celular 
(...,..)e degradação tecidual (+ ).Aumento original: 1000X. 

FIGURA 29- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo controle, 24 horas após a inoculação de 
C. albicans. Observam-se hifas ( -7) e degradação tecidual. 
Aumento original: 2500X. 
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FIGURA 30- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo controle, 24 horas após a inoculação de 
C. albicans. Nota-se a presença de hifas (-7) , descamação 
celular <•) e bactérias (~ ). Aumento original: 1200X. 

_... FIGURA 31 - Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo controle, 24 horas após a inoculação de 
C. albicans. Verifica-se proliferação de hifas ( -7) entre as 
papilas filiformes. Aumento original: 300X. 
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Após sete dias da inoculação de C. albicans, verificou-se 

em microscopia óptica que sete ratas controle e cinco ovariectomizadas 

apresentavam hifas no epitélio do dorso da língua. Essas hifas eram 

pouco numerosas e estavam localizadas no interior da queratina, que se 

descamava da superfície epitelial. As demais camadas do epitélio e o 

tecido conjuntivo subjacente apresentavam-se normais ou com discreto 

infiltrado inflamatório. 

Em seis ratas controle e três ovariectomizadas foram 

encontradas áreas com intensa lesão tecidual, caracterizadas por perda 

das papilas filiformes. Essa lesão apresentou dois padrões distintos, no 

primeiro, notava-se hiperparaqueratose, hiperplasia do epitélio, 

espongiose, duplicação e perda de estratificação da camada basal, além 

de células inflamatórias em todas as camadas, por vezes formando 

microabscessos (Figuras 32 - 34). No segundo padrão, observou-se 

apenas hiperplasia do epitélio com focos de duplicação da camada basal 

(Figura 35). O tecido conjuntivo subjacente às áreas de lesão mostrava 

infiltrado inflamatório mononuclear e polimorfonuclear. As lesões teciduais 

estavam localizadas na região de transição entre as papilas cônicas 

simples e gigantes, com exceção de duas ratas que exibiram lesões 

teciduais nas papilas verdadeiras. 

Na microscopia eletrônica de varredura, foi possível 

observar, em pequenos aumentos, a presença dessas lesões teciduais no 

dorso da língua (Figura 36). Nas áreas lesadas, notaram-se atrofia e 

destruição das papilas filiformes e aumento da superfície interpapilar 

(Figuras 37 - 39). Além disso, em um animal controle, verificou-se 

presença de um sulco transversal na área de lesão (Figura 36). Neste 

período de sacrifício, raramente foram observadas leveduras ou hffas no 

dorso da língua. 
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FIGURA 32- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle, sete dias após 
a inoculação de C. albícans. Lesão tecidual caracterizada por perda das 
papilas filiformes, hiperparaqueratose e hiperplasia do epitélio. HE; 
aumento original 100X. 
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FIGURA 34- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle, sete dias após 
a inoculação de C. albicans. Verifica-se formação de microabscesso 
intra-epitelial (-7) em área de lesão tecidual. HE; aumento original 630X. 



FIGURA 36- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo controle, sete dias após a inoculação de 
C. albicans. Área de atrofia papilar ( + ) na região de papilas 
cônicas simples anteriormente às gigantes ( ..... ). Observa-se 
sulco transversal (-7) na lesão. Aumento original: 75X. 

FIGURA 37 - Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo controle, sete dias após a inoculação de 
C. a/bicans. Detalhe da Figura 36, demonstrando atrofia das 
papilas filiformes e aumento da superfície interpapilar. 
Aumento original: 200X. 
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FIGURA 38- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo ovariectomizado, sete dias após a inoculação 
de C. albicans. Atrofia das papilas cônicas simples e aumento 
da superfície interpapilar. Aumento original: 300X. 

FIGURA 39- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo ovariectomizado, sete dias após a inoculação 
de C. albicans. Observam-se atrofia das papilas cônicas 
simples e presença de papilas fungiformes ( -7 ). Aumento 
original: 220X. 
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Depois de 15 dias da inoculação de C. a/bicans, verificou­

se, em microscopia óptica, que dois animais ovariectomizados 

apresentaram persistência de algumas hifas no interior da queratina. O 

epitélio e conjuntivo subjacentes mostraram-se normais. Um animal 

controle exibiu hifas na camada de queratina, associada à lesão tecidual. 

Sete ratas controle e duas ovariectomizadas 

apresentaram lesões teciduais, com padrões semelhantes aos 

observados no período de sete dias, sendo que o primeiro padrão foi mais 

difícil de ser encontrado (Figuras 40 e 41 ). A lâmina própria também 

exibia infiltrado inflamatório mononuclear e polimorfonuclear. 

Uma rata controle demonstrou duas lesões teciduais no 

dorso da língua, sendo uma localizada nas papilas cônicas simples e a 

outra nas verdadeiras. De todas as lesões teciduais observadas neste 

período de sacrifício, nove foram na região de transição entre as papilas 

cônicas simples e gigantes, uma nas papilas gigantes e duas nas 

verdadeiras. 

Na microscopia eletrônica de varredura, leveduras e hifas 

não foram mais encontradas. Na região entre as papilas cônicas simples e 

gigantes, ainda se observava lesão tecidual, representada por atrofia das 

papilas e aplainamento do tecido (Figura 42). 

Uma rata do grupo controle demonstrou um sulco 

transversal bastante profundo na área de lesão tecidual (Figura 43). 
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FIGURA 40- Corte sagital do dorso da língua de rata do grupo controle, 15 dias após a 
inoculação de C. a/bicans. Observa-se perda das papilas filiformes, 
hiperparaqueratose, hiperplasia do epitélio, espongiose, exocitose, 
duplicação e perda de estratificação da camada basal. HE; aumento 
original 200X. 
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FIGURA 42- Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo controle, 15 dias após a inoculação de 
C. albicans. Lesão representada por atrofia das papilas 
filiformes e aplainamento do tecido. Aumento original: 500X. 

FIGURA 43 - Microscopia eletrônica de varredura do dorso da língua de 
rata do grupo controle, 15 dias após a inoculação de 
C. a/bicans. Observa-se sulco transversal profundo na área 
de lesão tecidual. Aumento original: 180X. 
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Os resultados da distribuição dos escores para a análise 

semi-quantitativa da colonização do epitélio por Candída, realizada em 

microscopia óptica, estão apresentados na Tabela 2. 

Tabela 2 Escores atribuídos aos animais dos grupos controle e 

ovariectomizado, nos diferentes tempos de sacrifício, para 

análise semi-quantitativa da colonização do epitélio por C. 

albicans 

Períodos de Escores Total 

Sacrifícios o 1 2 3 4 

6 horas C o 393 22 28 43 74 560 

O v 473 16 20 28 23 560 

24 horas C o 322 52 58 78 50 560 

O v 393 38 40 62 27 560 

7 dias C o 530 21 5 4 o 560 

O v 542 10 5 3 o 560 

15 dias C o 557 3 o o o. 560 

O v 557 3 o o o 560 

Co: controle; Ov: ovariectomizado 

o grupo ovariectomizado apresentou escore médio 

inferior ao controle nos períodos de seis horas, 24 horas e sete dias após 

a inoculação de C. albicans, entretanto não foi observada diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (Figura 44 e Apêndice C). No 

tempo de observação de 15 dias, o epitélio raramente demonstrou 

colonização por Candída. 
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FIGURA 44- Faixa (máximo e mínimo) e valores medianos obtidos na análise 

semi-quantitativa da colonização do epitélio por C. a/bicans. Não 

ocorreram diferenças estatisticamente significantes (Teste de 

Mann-Whitney, a = 5%) entre os grupos controle e 

ovariectomizado para os períodos de seis horas (p = 0,12), 24 

horas (p = 0,19) e sete dias (p = 0,34) 

5.6 Recuperação de C. albicans da cavidade bucal das ratas 

No grupo controle, C. a/bicans foi recuperada de todos os 

animais nos períodos de um, dois, cinco, sete e 22 dias após a 

inoculação. A seguir, houve um declínio no número de ratas positivas para 

leveduras, para oito após 37 dias, para quatro após 52 dias e uma após 

67 dias das inoculações. No período de 82 dias, C. albicans não foi mais 

recuperada (Apêndice D). 

No grupo ovariectomizado, a recuperação ocorreu em 

todos os animais após um, dois, cinco e sete dias da inoculação, decaindo 

a seguir para cinco após 22 dias. No período de 37 dias, leveduras não 

foram mais recuperadas (Apêndice D). 
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A média do logaritmo do número das ufc/ml de C. 

a/bicans, recuperadas da cavidade bucal, foi menor nos animais 

ovariectomizados do que nos controles, em todos os períodos de 

observação, conforme pode ser observado na Tabela 3 e Figura 45. 

Tabela 3 - Médias e desvios-padrão do logaritmo do número das unidades 

formadoras de colônias (ufc/ml) de C. albicans recuperadas da 

cavidade bucal de ratas controles e ovariectomizadas nos 

diferentes períodos de observação 

Tempo após Controle Ovariectom izado 

inoculação (dias) (n = 1 O) (n = 1 O) 

1 4,69 ± 0,31 1,99±1,12 

2 4,28 ± 0,40 3,61 ± 0,83 

5 4,36 ± 0,42 3,32 ± 0,68 

7 2,36 ± 0,84 1,82 ± 0,39 

22 2,46 ± 0,93 0,50 ± 0,52 

37 1,14 ± 0,6 o 
52 0,80 ± 1,07 o 
67 0,22 ± 0,70 

82 o 
97 o 
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FIGURA 45 - Médias e desvios-padrão dos dados (em log) de ufc/ml de C. 

a/bicans, recuperadas da cavidade bucal das ratas nos vários 

períodos de observação. *Diferenças estatisticamente 

significantes (Teste t de Student, a= 5%) entre os grupos controle 

e ovariectomizado, nos tempos de 1 dia (p = 0,00), 2 dias (p = 

0,04), 5 dias (p = 0,001) e 22 dias (p = 0,00) 

A cada recuperação de leveduras da cavidade bucal das 

ratas, uma amostra de um animal controle e de um ovariectomizado foi 

isolada, identificada a nível de espécie e caracterizada através da 

verificação do fator killer. Todas as amostras eram C. albicans biotipo 

killer 111 , o mesmo biotipo da amostra que foi inoculada, cor:tfirmando 

portanto, que a amostra recuperada foi a mesma utilizada para 

inoculação. 



6 DISCUSSÃO 

Além dos dilemas éticos associados com a pesquisa em 

seres humanos, os mesmos apresentam variações em relação à raça, 

cultura, dieta, hábitos sociais, resposta imunológica e fisiologia bucal. 

Estes fatores, associados à dificuldade de se estabelecer a etiologia e 

patogênese de doenças oportunistas, como a candidose, indicaram a 

necessidade da utilização de modelos animais experimentais. O modelo 

animal possibilita maior padronização dos fatores envolvidos na 

candidose e subseqUentes comparações dos resultados observados em 

diversos estudos (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE110
, 2001). 

Porém, uma das desvantagens em estudar candidose na 

cavidade bucal de ratos Wistar e Sprague-Dawley é que estes animais 

podem ser portadores naturais do gênero Candida, apresentando 

resposta imunológica diferente ao processo infeccioso (SAMARANAYAKE 

& SAMARANAYAKE110, 2001). Assim, no início deste trabalho, foi 

realizada pesquisa do gênero Candida na cavidade bucal de todos os 

animais e aqueles que apresentaram colonização natural por leveduras 

não foram utilizados, evitando-se assim qualquer interferência nos 

resultados. 

A colonização natural por Candida foi encontrada na boca 

de 13 das 137 ratas (9,48%) examinadas no inicio do experimento. Esse 

resultado mostra-se inferior aos de Jorge55 (1991), Totti131 (1994) e Jorge 

et ai. 57 (1997), que relataram a presença de Candida, respectivamente, 

em 17, 42 e 22% dos ratos analisados. Por outro lado, Fisker et al41 

(1982) isolaram leveduras em apenas dois dos 104 (1,6%) ratos 

analisados e O'Grady & Reade93 (1993) não encontraram o gênero 

Candida na cavidade bucal dos ratos estudados. 
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Os diferentes resultados desses trabalhos revelam que a 

colonização por Candida na cavidade bucal de ratos é menos frequente 

do que nos seres humanos, uma vez que a prevalência de leveduras em 

adultos saudáveis varia entre 3 a 48%, dependendo da população em 

estudo (SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE,110 2001; SHERMAN et 

al. 120
, 2002). 

Entre as amostras isoladas, 44,44% eram C. 

guilliermondii, 38,88% C. lusitaniae e as demais C. tropicalis, C. glabrata e 

C. krusei. Jorge et ai. 57 (1997) também encontraram C. guilliermondii, C. 

/usitaniae, C. tropica/is e C. glabrata na cavidade bucal de ratos. 

Entretanto, Fisker et al41 (1982) encontraram apenas amostras de C. 

famata entre os ratos analisados. 

Embora C. albicans seja a espécie mais frequentemente 

isolada da cavidade bucal de seres humanos, correspondendo à cerca de 

60 a 70% dos isolamentos (STENDERUP126
, 1990), essa espécie não foi 

encontrada no presente estudo. Esse resultado concorda com outros 

trabalhos que mostram que a colonização por C. albicans na cavidade 

bucal de ratos não é tão frequente como em seres humanos. Jorge55 

(1991) e Jorge et ai. 57 (1997) encontraram C. albicans, respectivamente, 

em 3,41 e 6,85% das amostras isoladas. 

Neste trabalho, as espécies mais comumente observadas 

foram C. guil/iermondii e C. /usitaniae. Estas espécies têm sido isoladas 

do trato digestivo de animais homeotermos (LACAZ et ai. 73, 1998), 

podendo, portanto, ser encontradas na boca de ratos. Entretanto, quando 

inoculadas em animais experimentais, apresentam baixa patogenicidade 

(ARENDRUP et al. 13, 2002). 

Na cavidade bucal humana, estas espécies são menos 

freqUentes. Jorge et al60 (1997) encontraram C. guilliermondii em 2,5% 

dos isolados e C. /usitaniae em 1 ,25%. Além disso, Kulak-Ozkan et al.70 

(2002) observou a presença de C. guilliemondii em 2,9% e não encontrou 

C. /usitaniae. O número de infecções causadas por estas espécies tem 
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aumentado nos últimos anos, principalmente por apresentarem resistência 

à Anfotericina B e Nistatina. Atualmente, C. gui/liermondii e C. /usitaniae, 

são responsáveis respectivamente, por 1 a 5 e 2 a 8% do total de 

candidemias (KRCMERY & BARNES69, 2002). 

Além de constituírem bons modelos experimentais para o 

estudo da candidose bucal, os ratos têm sido amplamente utilizados para 

a compreensão dos mecanismos envolvidos na menopausa. A deficiência 

de estrógeno e outros hormônios observada na menopausa pode ser 

induzida em animais experimentais, através da cirurgia de ovariectomia 

(CASTR029
, 2000; WU et al.141

, 2000). 

O sucesso desta cirurgia em reduzir os níveis de 

hormônios ovarianos pode ser avaliado através das alterações de peso 

corporal dos animais. A queda de estrógeno resulta em aumento de peso 

por induzir maior consumo de alimentos e conseqUente acúmulo de 

gordura (ALBERT et al 4
, 1991 ). O estrógeno modula a excttabilidade dos 

neurónios do núcleo ventromedial do hipotálamo, que constitue o centro 

do comportamento alimentar (SHIMIZU et al.121
, 1997). 

O acréscimo de peso corporal após 28 dias da cirurgia de 

ovariectomia foi equivalente a 11 ,59% para as ratas controles e 20,36% 

para as ratas ovariectomizadas, sendo esta diferença estatisticamente 

significante. Estes dados coincidem com os resultados obtidos por Rico et 

al106 (2000), que observaram um aumento de peso de 13% para animais 

controles e 24% para ratas ovariectomizadas, decorridos trinta dias da 

ovariectomia. 

Aitken et al.2 (1972) também observaram maior acréscimo 

de peso nas ratas ovariectomizadas em relação ao grupo controle após 

um mês da ovariectomia, porém esse acréscimo foi de apenas 3% para o 

grupo controle e 17% para o ovariectomizado. As diferenças entre esses 

dados com os anteriormente citados podem ser atribuídas à espécie de 

animal estudada, visto que Aitken et al.2 (1972) analisaram ratas Sprague-
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Dawley, enquanto que em nosso trabalho e no estudo de Rico et al.106 

(2000), foram utilizadas ratas Wistar. 

Depois de um mês da cirurgia de ovariectomia, Yoneda et 

al.142 (1998) observaram que as médias do consumo de alimento (g/dia) e 

do peso corporal (g) foram, respectivamente, de 19,6 e 256,9 para ratas 

controles, 24,6 e 309,2 para ratas ovariectomizadas e 18,2 e 242,7 para 

ratas ovariectomizadas tratadas com estrógeno, indicando que a 

reposição hormonal pode reverter os efeitos da ovariectomía na ingestão 

de alimentos e peso corporal. 

Em ratas com ovários intactos, as concentrações 

plasmáticas de estradiol e progesterona variam conforme a fase do ciclo 

estral (ALBERT et al4
, 1991). Segundo Levine et al.77 (1996), os níveis 

plasmáticos de estradiol oscilam aproximadamente entre 30 a 50pg/ml. 

Neste trabalho, para realização das dosagens hormonais foi necessária 

uma padronização da fase do ciclo estral. Sendo assim, as ratas controle 

foram sacrificadas no proestro, fase em que tanto os níveis de estradiol 

como os de progesterona estão elevados (NEQUIM et al91
, 1979). 

As concentrações plasmáticas de estrógeno e 

progesterona das ratas controle em proestro foram respectivamente, de 

57,14pg/ml e 15,78ng/ml. Abdalla1 (1999) encontrou 30,95pg/ml de 

estradiol plasmático e 12,94ng/ml de progesterona no plasma de ratas 

em estro. Esses resultados confirmam a variação honmonal durante o 

ciclo estral. 

O valor de estradiol plasmático foi cerca de três vezes 

maior no grupo controle em relação ao ovariectomizado (57, 14 e 

18,88pg/ml de plasma). Essa diferença foi ainda maior na dosagem de 

progesterona, na qual o grupo controle apresentou nível hormonal cinco 

vezes maior do que o ovariectomizado (15,78 e 3,96ng/ml de plasma). 

Esses dados indicaram que a excisão dos ovários foi bem sucedida e que 

o modelo de animal ovariectomizado foi capaz de refletir o estágio 

honmonal da mulher na menopausa. 
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Na análise em microscopia de luz das línguas das ratas 

não infectatas por C. albicans, observou-se que os animais 

ovariectomizados apresentaram aspecto de normalidade semelhante aos 

controles. Esses resultados concordaram com os achados de Hertz et 

a1 49 (1971}, que descreveram aspectos morfológicos normais das papilas 

do dorso da língua e do epitélio da mucosa bucal em mulheres após a 

menopausa. Leimola-Virtanen et ai. 76 (1997} também observaram 

semelhança entre os padrões celulares das citologias esfoliativas 

realizadas na mucosa bucal de mulheres jovens e pós-menopausa. 

Entretanto, Pisanty et al98 (1975) encontraram alterações 

histológicas, como atrofia epitelial e espongiose, na mucosa bucal de 

mulheres após a menopausa. Richman & Arbarbanel105 (1943} relataram 

que as alterações epiteliais da mucosa bucal decorrentes dos baixos 

nlveis de estrógeno ocorrem após longo período de tempo. Ziskin & 

Blackberg145 (1940} conseguiram produzir gengivite atrófica em macacos, 

somente após 21 O dias da cirurgia de ovariectomia. Possivelmente, neste 

trabalho, o dorso da língua das ratas ovariectomizadas não apresentou 

alterações histológicas perceptíveis pela metodologia utilizada, devido ao 

tempo de observação (28 dias após a ovariectomia}. 

Na análise em microscopia eletrônica de varredura, o 

dorso da língua das ratas ovariectomizadas também apresentava aspecto 

semelhante às ratas controles. Entretanto, Yucel et al. 143 (2002} 

demonstraram que as alterações hormonais durante a gestação alteram a 

morfologia das papilas da língua, levando a um aumento da sensibilidade 

gustativa. Em microscopia eletrônica de varredura, esses autores 

observaram que a llngua de ratas prenhas apresentavam sulco mais 

profundo ao redor da papila circunvalada, configuração laminar não 

circular nas papilas fungiforrnes e desorganização na direção das papilas 

filiforrnes. 

Os animais que receberam inoculações de C. albicans na 

cavidade bucal desenvolveram lesões clínicas e microscópicas de 
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candidose no dorso da língua, mesmo sem apresentarem fatores 

predisponentes, como uso de antibióticos, imunossupressão, dieta rica em 

carboidratos ou xerostomia. Esses dados confirmam que a candidose 

experimentai pode ser induzida pela simples inoculação de uma cepa 

patogênica de C. albicans (ALLEN et al6
, 1989). 

A sedação realizada nos animais durante a inoculação 

desse microrganismo pode ter favorecido o desenvolvimento da 

candidose bucal. Takakura et al.128 (2003) verificaram que a gravidade 

das lesões de candidose aumentou conforme o tempo de sedação após a 

inoculação. Segundo esses autores, a sedação dos animais dificulta a 

ingestão da suspensão de C. a/bicans, evitando a ocorrência de 

candidose sistêmica; e aumenta a permanência das leveduras na 

cavidade bucal, favorecendo a formação de tubos germinativos e 

fi lamentação, responsáveis pela invasão tecidual. 

A candidose experimental induzida neste trabalho foi 

menos freqüente no grupo ovariectomizado em relação ao controle, mas 

as características clínicas e microscópicas foram semelhantes em ambos 

os grupos. 

Lesões clínicas de cõ3ndidose foram observadas nas ratas 

sacrificadas após sete e 15 dias da inoculação. Resultado semelhante foi 

encontrado por Allen et al6 (1989) que, após sacrificarem os animais em 

vários periodos subseqUentes da inoculação, verificaram lesões 

macroscópicas após sete dias. 

As lesões clinicas foram caracterizadas por áreas de 

atrofia papilar bem delimitadas e geralmente localizadas na região de 

papilas cónicas simples, próximo às papilas gigantes. Essas mesmas 

características foram observadas na candidose experimental induzida em 

ratos através da simples inoculação de C. albicans (ALLEN et al6 , 1989), 

administração de tetraciclina (ALEN et al.8
, 1985) ou sialoadenectomia 

(JORGE et al.sa-9, 1993; FREIRE-GARABAL et al.42 , 1999). Entretanto, 

lesões semelhantes à candidose pseudomembranosa foram encontradas 
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na língua de camundongos geneticamente modificados, com Síndrome da 

lmunodeficiência Severa (TEICHERT et ai. 129
, 2002) e em camundongos 

imunossuprimidos por prednisolone (TAKAKURA et al128, 2003). 

Após seis horas da inoculação de C. albicans, observou­

se, em microscopia óptica, a presença de aglomerados de leveduras e 

hifas na queratina, em diversas regiões do dorso da língua. Utilizando a 

mesma metodologia desse trabalho, Jorge55 (1991) verificou que a 

formação de hifas, a partir da filamentação das leveduras, ocorre após 

quatro horas da inoculação. Esses achados confirmam que a produção de 

hifas por C. a/bicans é importante para a invasão do microrganismo aos 

tecidos (WEBB et al.136
, 1998). 

Em microscopia eletrônica de varredura, notou-se a 

presença de bactérias e leveduras aderidas, principalmente à superilicie 

convexa das papilas filiforrnes. Segundo Brady et al.16 (1975), a aderência 

das bactérias é maior na superfície convexa (anterior) das papilas cônicas 

simples e verdadeiras, devido ao maior cantata dessa supertície com a 

saliva, que contém proteínas importantes para a adesão bacteriana. 

Além disso, observou-se que em regiões com grande 

quantidade de leveduras, as papilas filiforrnes apresentavam-se 

recobertas por biofilme. Santos114 (1999) também estudou a aderência de 

C. albicans às papilas filiforrnes e verificou que a mesma ocorre 

predominantemente nas papilas verdadeiras, sobre a placa bacteriana. 

Esses dados indicam possível interação de C. a/bicans com outros 

microrganismos presentes no biofilme, o que pode ter contribuído para 

sua colonização e proliferação na cavidade bucal (CANNON et al.27
, 1995; 

WEBB et al.136
, 1998). 

Ainda em relação ao período de seis horas, a presença de 

hifas foi observada em microscopia óptica, mas não em microscopia 

eletrônica de varredura. Allen et al6 (1989) relataram que a observação 

de hifas em microscopia eletrônica de varredura é bastante rara, uma vez 

que as mesmas ficam no interior da queratina. 
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Depois de 24 horas da inoculação de C. albicans, a 

análise de microscopia óptica revelou intensa proliferação de hifas e 

descamação da queratina. Shakir et al.119 (1986) demonstraram que a 

infecção por Candida resultou em aumento do número de mitoses na 

camada basal do epitélio e da quantidade de descamação. Segundo 

esses autores, essas alterações constituem mecanismos de defesa frente 

à invasão fúngica. 

Além da proliferação de hifas e descamação, observou-se 

em microscopia eletrônica de varredura, presença de degradação 

tecidual. C. albicans secreta enzimas histolíticas, como as proteinases, 

capazes de digerir queratina e facilitar a invasão do microrganismo 

(HOEGL et ai. 50, 1996; HUBE & NAGLIK51
, 2001). 

A degradação tecidual e descamação da queratina com 

aglomerados de hifas, observados após 24 horas da inoculação, 

possivelmente podem explicar a grande quantidade de hifas encontradas 

em microscopia eletrônica de varredura nesse perlodo de observação. 

Decorridos sete e 15 dias após a inoculação de C. 

albicans, notou-se em microscopia óptica a presença de pequenas 

quantidades de hifas e de lesões teciduais, caracterizadas por perda das 

papilas filiforrnes, acantose e hiperplasia do ep~élio, além de infiltrado 

inflamatório nos tecidos epitelial e conjuntivo. Samaranayake & 

Samaranayake 110 (2001) relataram que, embora a infecção por Candida 

seja restrita à camada de queratina na superticie ep~elial, alterações 

teciduais podem ocorrer nas camadas mais profundas do epitélio e na 

lâmina própria. Provavelmente, esses efeftos podem ser atribuídos à 

produção de enzimas extracelulares, como proteinases e fosfolipases. 

Na microscopia de luz e microscopia eletrõnica de 

varredura, constataram-se áreas de atrofia papilar e aplainamento do 

tecido, que corresponderam às lesões macroscópicas observadas neste 

trabalho. 
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No período de 15 dias, vários animais exibiram aspecto 

de normalidade no dorso da língua, sem a presença de hifas ou de lesões 

teciduais. Esses achados concordam com Samaranayake & 

Samaranayake110 (2001), que verificaram resolução do processo 

infeccioso após 15 dias da inoculação, sugerindo que o sistema 

imunológico do animal ê suficiente para eliminar infecção por C. albicans. 

Na análise sarni-quantitativa da colonização do epitélio 

por C. albicans, o grupo ovariectomizado apresentou resultado inferior ao 

controle nos períodos de seis horas, 24 horas e sete dias. Esses dados 

concordam com estudos sobre a candidose vulvovaginal, que 

demostraram influência dos niveis de hormônios ovarianos na infecção 

por C. albicans. 

Os mecanismos pelos quais esses hormônios agem na 

candidose vulvovaginal ainda não estão totalmente estabelecidos, mas 

vários estudos demonstraram que o estrógeno apresenta efeitos indiretos 

no tecido do hospedeiro, favorecendo invasão de C. albicans (SOBEL et 

al.124
, 1985; KALO & KLEIN & WITKIN64

, 1989; DENNERSTEIN & 

ELUS31
, 2001 ), e efeitos diretos sobre o microrganismo, modulando seus 

mecanismos de patogenicidade (WHITE & LARSEN137
, 1997; MADANI et 

al.80
, 2000). 

Sobe! et al.124 (1985) verificaram que ratas 

ovariectomizadas são resistentes ao desenvolvimento de candidose 

experimental por apresentarem epitélio vaginal composto por células 

colunares não queratinizadas. Entretanto, esses animais desenvolveram 

candidose vaginal após o tratamento com estrógeno. Esse hormônio 

induz o espessamento e queratinização do epitélio, favorecendo adesão 

de C. albicans. 

Como, neste trabalho, as características histológicas do 

dorso da língua das ratas controles e ovariectomizadas foram 

semelhantes, possivelmente o menor desenvolvimento de candidose nos 
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animais ovariectomizados esteja relacionado com os efeitos diretos do 

estrógeno sobre C. albicans. 

Kinsman & Collard68 (1986) realizaram coletas do fluido 

vaginal de ratas não infectadas por Candida para estudarem os efeitos in 

vitro dos hormônios ovarianos na germinação de leveduras. Uma cepa de 

C. albicans foi adicionada ao enxágOe vaginal, após o mesmo ter sido 

centrifugado e filtrado para eliminação das células epiteliais. Depois do 

período de incubação de três horas, o percentual de formação de tubos 

germinativos foi de 11,5 para o grupo controle, 8,9 para o grupo 

ovariectomizado, 16,5 para o grupo ovariectomizado tratado com 

estrógeno e 13,1 para o grupo ovariectomizado tratado com progesterona. 

Os autores concluíram que fatores não relacionados com as 

características celulares do epitélio vaginal são importantes para a 

produção de tubos germinativos. 

Vários estudos in vitro demonstraram que C. afbicans 

responde ao estrógeno exógeno com alterações na taxa de crescimento e 

morfogênese, aumentando sua patogenicidade (WHITE & LARSEN137
, 

1997). Buckman & Miller18 (1998) e Madani et al80 (2000) sugeriram que a 

resposta de C. albicans a esse hormônio é mediada pela proteína de 

ligação ao estrógeno (EBP), presente no citoplasma desse 

microrganismo. 

Neste trabalho, C. albicans foi recuperada da cavidade 

bucal dos animais do grupo controle até 67 dias após a inoculação e do 

grupo ovariectomizado por 22 dias. Além disso, a média de ufc/ml de C. 

albicans recuperadas da cavidade bucal foi menor no grupo 

ovariectomizado em relação ao controle, em todos os períodos de 

observação. 

Sobe! et al124 (1985) também estudaram a recuperação 

de C. albicans no fluido vaginal de ratas após vários períodos da 

inoculação (108 células viáveis/ml) e verificaram que, após 96 horas, 

todos os animais ovariectomizados apresentavam culturas negativas para 
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o gênero Candida, sugerindo que a presença de estrógeno é fundamental 

para a colonização vaginal por esse microrganismo. 

Neste trabalho, a realização de três inoculações de C. 

albicans, contendo 108 células/ml, conseguiu produzir colonização por C. 

a/bicans na cavidade bucal de ratas ovariectomizadas por 22 dias, porém 

em menores quantidades do que o grupo controle, sugerindo que os 

hormônios ovarianos atuaram de maneira significativa na candidose 

bucal. 



7 CONCLUSÕES 

Através da análise dos resultados, concluiu-se que : 

a) a candidose experimental foi menos freqüente no 

grupo ovariectomizado em relação ao controle; 

b) a média do logaritmo do número das ufc/ml de C. 

a!bicans recuperadas da cavidade bucal foi menor 

no grupo ovariectomizado do que no controle, em 

todos os perlodos de observação. 
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Anexo A - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia do Campus de São José dos Campos/UNESP 

,..+:.+,..?I ''\1\ H~SIIl.·\ llF LST.\IH .\L I' \1 I.I~T. \ 
....... C'\MI'I'S UI: S_.\() .lf)SE JIOS 1'\\li'll~ 

unesp 1·.\Cli.H·\IIt: !H_ OUO:'ool Ol.ll(il \ 

CERTIFICADO 

CERTIFICAMOS, que o protocolo n• 028/2001-PAJCEP, sobre 

"Efeitos dos hormónios ovarianos na presença de Candida albicans e 

candidose na cavidade bucal de ratas" sob a responsabilidade de 

, está de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal {COBEA) e foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa. 

São José dos Campos, 11 de dezembro de 2001. 

4 
1 ~\\~··v ,. ." :· \. ~ ~-------

Prof. Adj. Paul Villela Santos Junior 
Coordenador do Com· de Étic em Pesauisa-Local 
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Anexo B - Constituição dos meios de cultura utilizados neste trabalho 

Meio de cultura quimicamente definido, utilizado para 

prova de assimilação de carboidratos: 

Sulfato de Amônia (Reagen)......................................................... 5,0g 

Fosfato de potássio básico (Merck)............................................... 1 ,Og 

Sulfato de Magnésio (Reagen)...................................................... 0,5g 

Agar (Difco)................................................................................... 20,0g 

Água destilada............................................................................... 1 OOOmL 

O meio foi distribuído em volume de 20mL em tubos de 

ensaio e esterilizado por autoclavação (121"C por 15 minutos). 

Ágar Sabouraud dextrose modificado, utilizado para 

repique dos isolados de Candida e das cepas produtoras de toxinas killer. 

Peptona (Difco).............................................................................. 10,0g 

Glicose (Difco)............................................................................... 20,0g 

Agar (Difco)................................................................................... 20,0g 

Agua destilada............................................................................... 1 OOOmL 

O meio foi ajustado ao pH 7,0 ± 0,2 a 25"C, esterilizado 

por autoclavação (121"C por 15 minutos) e distribuído em placas de petri 

esterilizadas. 
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Meio de cultura utilizado para verificaçáo do fator kifler: 

Peptona (Difco) ............................................................................. . 

Dextrose (Difco) ............ ., .............................................................. . 

Agar (Difco) .................................................................................. . 

Azul de Metileno ........................................................................... . 

10,0g 

20,0g 

20,0g 

30,0g 

Tampão ácido cítrico-fosfato ......................................................... 1000ml 

O meio foi ajustado ao pH 4,5 ± 0,2 a 25"C, distribuído em 

volume de 20ml em tubos de ensaio e esterilizado por autoclavação 

(121"C por 15 minutos). 



Apêndice A -Valores de peso corporal das ratas pertencentes aos grupos controle e ovariectomizado 

Tabela 4- Pesos corporais (g) das ratas do grupo controle no dia da ovariectomia (peso inicial) e nos dias sete, 14 e 28 

após essa cirurgia 

Rata 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

Média± DP 

Peso inicial 
260 
246 
234 
236 
250 
222 
241 
259 
219 
243 
210 
276 
259 
274 
253 
231 
235 
229 
241 
244 

243,10 ± 17,25 

7 dias 
269 
254 
235 
241 
251 
237 
247 
260 
235 
253 
217 
276 
266 
284 
260 
230 
252 
244 
246 
259 

250,80 ± 16,21 

14 dias 
275 
251 
239 
252 
258 
234 
248 
272 
228 
256 
229 
283 
267 
292 
260 
235 
256 
244 
250 
255 

254,20 ±17, 36 

21 dias 
288 
262 
251 
254 
267 
249 
254 
286 
241 
277 
238 
291 
282 
297 
272 
245 
267 
257 
258 
273 

265,45 ± 17,38 

28 dias 
284 
265 
257 
258 
274 
254 
258 
291 
250 
281 
243 
301 
288 
305 
276 
255 
265 
270 
265 
281 

271,05 ± 17,10 

~ 

~ 



Tabela 5- Pesos corporais (g) das ratas do grupo ovariectomizado no dia da ovariectomia (peso inicial) e nos dias sete, 

14 e 28 após essa cirurgia 

Ratas Peso inicial 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 
1 265 263 292 302 321 
2 242 249 276 289 312 
3 225 229 253 265 274 
4 244 248 265 275 289 
5 238 242 254 264 278 
6 271 277 312 318 333 
7 237 242 269 275 291 
8 253 242 272 284 298 
9 287 296 323 332 355 
10 266 256 275 287 308 
11 275 272 279 294 309 
12 277 263 279 309 321 
13 256 255 269 289 309 
14 251 248 273 288 302 
15 277 276 297 314 330 
16 235 239 260 282 296 
17 284 291 304 321 337 
18 268 270 289 312 332 
19 297 286 308 329 351 
20 266 268 291 307 325 

Média± DP 260,70 ± 19,65 260,60 ± 18,66 282,00 ± 19,48 296,80 ± 20,31 313,55 ± 22,47 

~ 

~ 
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Apêndice 8- Nfveis plasmáticos de estradiol e progesterona das ratas dos 

grupos controle e ovariectomizado 

Tabela 6 - Concentrações plasmáticas de estradiol (pg/ml) das ratas dos 

grupos controle e ovariectomizado 

Ratas Controle Ovariectomizado 

1 47,26 18,53 

2 59,25 17,46 

3 53,93 20,30 

4 35,16 19,13 

5 71,42 18,64 

6 61,42 16,58 

7 85,21 21,51 

8 43,48 18,93 

Média± DP 57,14 ± 16,00 18,88 ± 1,53 
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Tabela 7 - Concentrações plasmáticas de progesterona (ng/ml) das ratas 

dos grupos controle e ovariectomizado 

Ratas Controle Ovariectomizado 

1 12,92 3,90 

2 18,02 4,50 

3 14,16 4,40 

4 9,49 4,40 

5 20,90 3,14 

6 17,79 2,70 

7 22,13 5,20 

8 10,80 3,50 

Média± DP 15,78 ± 4,64 3,96 ± 0,81 



Apêndice C - Dados obtidos na análise semi-quantitativa da colonização do epitélio por Candida 

Tabela 8- Escores médios obtidos na análise semi-quantitativa da colonização do epitélio por Candida, realizada nos 

grupos controle e ovariectomizado, em relação aos periodos de sacriffcio de 6 horas, 24 horas e 7 dias após 

a inoculação de C. albicans 

Ratas 6 horas 24 horas 7 dias 

Controle Ovariectomizado Controle Ovarlectomizado Controle Ovariectomizado 

1 2,45 0,54 2,07 1 '11 0,05 0,00 

2 1,13 0,80 1,29 1,38 0,01 0,00 

3 0,52 0,34 1,54 1,73 O, 16 0,01 

4 1,18 0,80 0,57 0,52 o, 16 0,05 

5 0,73 0,20 0,98 0,36 O, 14 0,14 

6 1,00 0,59 1,59 0,16 0,05 0,25 

7 1,46 0,45 0,77 0,54 0,00 0,00 

8 0,14 0,36 1,39 0,23 O, 17 0,00 

9 0,23 0,00 0,39 1,02 0,00 0,00 

10 0,14 0,07 0,16 0,32 0,00 0,053 

Mediana 0,86 0,40 1,13 0,52 0,05 0,00 

~ 

~ 



Apêndice D - Dados obtidos na recuperação de C. albicans da cavidade bucal de ratas controles e ovariectomizadas 

Tabela 9- Logaritmo do número das ufc/ml de C. albicans recuperadas da cavidade bucal de ratas controles após a 

inoculação desse microrganismo, nos diversos períodos de observação 

Ratas Tempo após inoculação de C. albicans (dias) 

n =10 1 2 5 7 22 37 52 67 82 97 

1 4,72 3,87 4,43 1,84 3,00 1,30 1,30 o o 
2 4,65 4,82 4,47 3,53 3,47 1,47 2,20 2,23 o o 
3 5,19 4,87 4,39 1,54 1,39 1,00 2,07 o o 
4 4,70 4,28 4,88 2,17 3,64 o 2,43 o o 
5 4,49 4,24 4,48 1,54 1,39 o o 
6 5,21 3,88 5,03 3,43 1,77 1,84 o o 
7 4,48 4,81 3,69 3,68 2,00 1,30 o o 
8 4,42 3,94 4,11 1,90 1,87 1,95 o o 
9 4,49 4,15 4,39 2,11 2,33 1,39 o o 
10 4,43 3,96 3,78 1,87 3,79 1,17 o o 

Média± DP 4,6 ± 0,3 4,2 ± 0,4 4,3 ± 0,4 2,3 ± 0,8 2,4 ± 0,9 1,1 ± 0,6 0,8 ± 1,0 0,2 ± 0,7 o o 

~ .. -



Tabela 10- Logaritmo do número das ufc/mL de C. albicans recuperadas da cavidade bucal de ratas ovariectomizadas 

após a inoculação desse microrganismo, nos diversos perlodos de observação 

Ratas Tempo após inoculação de C. albicans (dias 

n =10 1 2 5 7 22 37 52 

1 2,32 2,00 3,67 2,00 1,00 o o 
2 1,00 3,62 2,38 1,17 o o 
3 1,65 3,69 2,39 2,00 o o 
4 2,31 4,18 3,85 1,87 1,00 o o 
5 3,70 4,28 3,95 2,23 1,00 o o 
6 1,84 3,86 2,24 1,30 o o 
7 1,00 2,20 3,69 1,47 1,00 o o 
8 1,00 4,06 3,61 1,74 o o 
9 1,00 3,89 2,43 2,38 1,00 o o 
10 4,02 4,34 3,48 2,07 o o 

Média± DP 1,99 ± 1,12 3,61 ± 0,83 3,32 ± 0,68 1,82 ± 0,39 0,50 ± 0,52 o o 

-ti 
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albicans in lhe oral cavity of ovariectomized rats. 2003. 143f. Tese 
(Doutorado em Biopatologia Bucal) - Faculdade de Odontologia de São 
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Campos, 2003. 

ABSTRACT 

The purpose of this work was to observe the development of candidosis and the 

recovery of C. albicans from the oral cavity of control and ovariectomized rats. 

Hundred twenty-four rats origínally negative for the Candida spp. in the oral cavity 

were divided into two groups: control and ovariectomized. ln each group, four rats 

were used for tangue dorsum morphologic analysis by optical mícroscope and 

scanning electron microscope; and 58 rats received inoculations of C. albicans 

for the study of candidasis and recovery of yeasts. The development of 

candidosis on lhe tangue dorsum was observed in aplicai microscope and 

scanning electron mícroscope in the períods of six hours, 24 hours, seven days 

and 15 days after the last inoculation. The recovery of C. albicans was performed 

through oral samples collected at one, two, tive, seven days and progressive/y at 

each 15 days until negative cu/lures for the yeasts were obtained. The results 

were statistically analyzed by the t-student and Mann-Whitney tests. The tangue 

dorsum of the contrai and ovariectomized rats, not infected by Candida, 

presented normal aspect. Among lhe infected rats, lhe ovariectomized group 

showed /ess quantity of candidosis lesions in relation to control. The recovery of 

C. albicans from the oral cavity of ovariectomized animais was Jower in relation to 

contrai in ali periods of obseNation. lt could be concluded lhat candidosis and 

recovery of C. albicans ln the oral cavity of rats were /ess frequent in the 

ovariectomized group in relation to contrai. 

Key-words: Candida albicans; candidiasis; rats; ovariectomy 
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