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RESUMO 

A candidíase bucal é uma importante alteração secundária à corticoterapia 

tópica bucal. O presente estudo tem o objetivo de avaliar a colonização bucal 

por cinco espécies de Candida durante a corticoterapia tópica e investigar a 

patogenicidade e a suscetibilidade in vitro ao fluconazol e à anfotericina B. 

Amostras de raspado bucal de 11 pacientes com líquen plano bucal (LPB) 

sintomático foram coletadas antes (dia 0), 7 e 30 dias após o início da 

corticoterapia. Métodos convencionais de identificação e quantificação de 

Candida spp., testes de patogenicidade e de susceptibilidade in vitro ao 

fluconazol e à anfotericina B e PCR em tempo real quantitativo (qPCR), foram 

realizados. C. albicans foi a espécie mais prevalente na mucosa oral durante a 

corticoterapia. Aumento do número de unidades formadoras de colônia (UFC) e 

de cópias de DNA de C. albicans foi observado até o dia 30, apesar de não 

haver evidências clínicas de candidíase em nenhum paciente neste intervalo. A 

contagem de UFC foi menos sensível que o qPCR, mas ambos os métodos 

correlacionaram positivamente. Não foi observada resistência ao fluconazol ou 

à anfotericina B. Corticoterapia tópica bucal foi associada ao aumento de 

Candida spp., principalmente C. albicans, na cavidade bucal, 

independentemente de manifestação clínica da doença. 

Palavras-chave: Candida albicans; Candida spp.; corticoide; líquen plano. 
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ABSTRACT 

Kinetics of oral colonization by Candida spp. during topical 

corticotherapy 

Oral candidiasis is an important side effect of oral topical corticotherapy. The 

purpose of the present study is to assess oral mucosa colonization by 5 

Candida species during topical corticotherapy and to investigate Candida spp. 

pathogenicity and in vitro susceptibility to fluconazole and amphotericin B. Oral 

swabbing samples from 11 symptomatic oral lichen planus patients were 

collected before (day 0) and at days 7 and 30 of topical corticotherapy. 

Conventional methods for identification and quantification of Candida species, 

quantitative PCR (qPCR), pathogenicity tests and in vitro susceptibility to 

fluconazole and amphotericin B assays were performed. Candida albicans was 

the most prevalent species in the oral mucosa during corticotherapy. Increased 

number of colony-forming units (CFU) and Candida albicans DNA copies were 

observed at day 30 of corticotherapy, despite no clinical evidence of candidiasis 

in any patient. CFU count of Candida species was less sensitive than qPCR, 

but both methods positively correlated. No resistance to fluconazole or 

amphotericin B was observed. Oral topical corticoid was associated with 

increase of Candida spp., in particular, C. albicans, in the oral cavity, 

independent of clinical manifestation of the disease. 

Keywords: Candida albicans; Candida spp.; corticotherapy; lichen planus. 
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Candida spp. é um gênero de fungos patogênicos comensais e 

oportunistas que promovem infecção bucal na presença de fatores 

predisponentes do hospedeiro. C. albicans corresponde a aproximadamente 

50% das leveduras isoladas em seres humanos (Bow, 2009). No entanto, a 

incidência de espécies não-albicans tem aumentado recentemente (Falagas et 

al, 2010).  

Corticosteroides são recomendados para o tratamento de sintomas 

associados a doenças imunologicamente mediadas como o líquen plano bucal 

(LPB). A forma erosiva do LPB frequentemente provoca sintomatologia 

dolorosa e desconforto ao paciente (Eisen et al, 2005). Corticosteroides de 

maior potência, como o propionato de clobetasol, são capazes de reduzir 

significativamente os sintomas e a extensão das lesões de LPB, entretanto, a 

infecção secundária por Candida ocorre em 12-30% dos casos (Al-Hashimi et 

al, 2007; Lodi et al, 2007).  

Apesar de a corticoterapia tópica ser um fator predisponente para 

candidíase (Lodi et al 2007), existe pouca informação sobre os efeitos da 

terapia na colonização bucal de Candida spp.. Sendo assim, este trabalho teve 

como objetivo avaliar a cinética da colonização bucal por C. albicans, C. 

parapsilosis, C. glabrata, C. dubliniensis, e C. tropicalis em pacientes tratados 

com corticoterapia tópica bucal. 
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2.1 Líquen Plano 

O líquen plano (LP) é uma condição dermatológica inflamatória 

imunomediada, relativamente comum, que pode acometer a mucosa bucal. A 

prevalência do envolvimento bucal varia de 0,8 a 1,3%, sendo mais comum em 

mulheres de meia idade (McCartan & Healy, 2008). 

As lesões dermatológicas do LP são descritas clinicamente como 

pápulas poligonais, púrpuras e pruriginosas com linhas brancas reticulares, 

denominadas estrias de Wickham, que acometem as áreas flexoras, genitais e 

unhas (Usatine et al, 2011). O envolvimento bucal do LP possui duas 

apresentações clínicas mais comuns, classificadas como reticular e erosiva. A 

forma reticular, caracterizada pela presença de estrias de Wickham em mucosa 

jugal bilateral ou outras regiões bucais, é frequentemente assintomática. A 

forma erosiva caracteriza-se por áreas atróficas e eritematosas em cujas 

margens são identificadas estrias brancas reticulares, podendo ser 

encontradas áreas de ulceração sintomáticas (Usatine et al, 2011).  

Figura 1: Lesão de LPB erosivo em borda lateral de língua. 
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As características histopatológicas do LPB envolvem dano aos 

queratinócitos basais por apoptose, presença de áreas de hiperceratose e 

infiltrado inflamatório crônico em banda no tecido conjuntivo subjacente que se 

estende para a camada basal do epitélio, causando destruição da mesma. Há 

um aumento da distribuição de linfócitos T citolíticos CD4+ e citotóxicos CD8+ 

na lâmina própria, predominantemente na região sub-basal (Popovska et al, 

2013). Essas características são comuns a outras doenças como a reação 

liquenóide ao amálgama, o eritema multiforme, a doença do enxerto contra o 

hospedeiro (DECH), entre outras. Sendo assim, é imprescindível associar as 

características clínicas às histopatológicas para conclusão do diagnóstico de 

LPB (Thornhill et al, 2006).  

Os critérios de diagnóstico do LPB estabelecidos pela OMS foram 

revistos por van der Meij e van der Waal (2003) devido à falta de correlação 

clinicopatológica observada na avaliação de casos de LPB. São considerados 

os seguintes critérios clínicos: 1) presença de lesões bilaterais mais ou menos 

simétricas, 2) estrias reticulares brancas/ acinzentadas ligeiramente elevadas 

(padrão reticular), 3) lesões erosivas, atróficas, bolhosas ou em placa são 

consideradas subtipos apenas na presença de lesões reticulares. 

Histopatologicamente, adotaram-se os seguintes critérios: 1) presença de uma 

banda bem definida de infiltração celular, confinada à parte superior do tecido 

conjuntivo, constituída principalmente de linfócitos, 2) Sinais de degeneração 

da camada basal, 3) ausência de displasia epitelial.  Uma lesão semelhante ao 

LPB, que não preenche os requisitos clínicos ou histopatológicos, deve ser 
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denominada “compatível clinicamente” ou “compatível histopatologicamente” 

com LPB, respectivamente (van der Meij & van der Waal, 2003). 

A etiopatogenia do LP ainda não foi completamente elucidada. Linfócitos 

T citotóxicos CD8+ podem desencadear apoptose em queratinócitos 

apresentadores de antígenos específicos, sendo mantidos por mecanismos 

associados à inflamação pré-existente (Sugerman et al, 2002). Observou-se 

um aumento da distribuição e da frequência de linfócitos T CD4+ e CD8+, 

predominantemente na região sub-basal e raramente na região intraepitelial 

(Popovska et al, 2013). 

 Os queratinócitos são importantes para preservação da estrutura da 

membrana basal do epitélio através da produção de colágeno tipo IV, tipo VII e 

laminina (Marinkovich et al, 1993; Lee et al, 2005), influenciada pela interação 

com fibroblastos do tecido conjuntivo (Lee et al, 2005). Dessa forma, a 

apoptose de queratinócitos parece estar envolvida na ruptura da membrana 

basal (Sugerman et al, 2002).  

Ao exame microscópico, o LPB apresenta células CD8+ concentradas 

na lâmina própria, em regiões de continuidade da membrana basal. Existe um 

aumento da densidade da mastócitos (Zhou et al, 2002; Kapoor et al, 2013) e 

linfócitos T CD8+ intraepiteliais nas regiões de ruptura da camada basal (Zhou 

et al, 2002). Esses achados suportam a hipótese de que os mastócitos estão 

envolvidos na ruptura da camada basal, facilitando a migração de células T 

CD8 + (Zhou et al, 2002). Ambos os mecanismos podem estar envolvidos na 

patogênese do LPB, o rompimento da membrana basal pode resultar em 
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apoptose de queratinócitos, que se tornam incapazes de reparar a membrana 

basal rompida (Sugerman et al, 2002).  

Os mastócitos são células responsáveis pelo recrutamento de células 

inflamatórias no tecido conjuntivo que influenciam a progressão e manutenção 

da cronicidade do LPB (Sharma et al, 2011). Reações liquenóides 

compreendem lesões com etiologias reconhecidas e características clínicas e 

histopatológicas semelhantes ao LPB (Jahanshahi et al, 2010). A contagem de 

mastócitos é semelhante em lesões de reação liquenóide e de LPB 

(Jahanshahi et al, 2010; Sharma et al, 2011; Ghalayani et al, 2012), no entanto, 

a quantidade de mastócitos degranulados, fator de necrose tumoral (TNF-α) 

positivos e a proporção entre mastócitos degranulados e a população total 

dessas células são significativamente menores no LPB (Jahanshahi et al, 2010; 

Ghalayani et al, 2012). Estudos sugerem que, esses parâmetros podem ser 

incluídos nos critérios de diagnóstico dessas lesões (Ghalayani et al, 2012). 

A proteína Foxp3 (forkhead box P3), um marcador específico para as 

células T reguladoras, e a interleucina 17 (IL-17), uma citocina específica de 

células T auxiliares, podem estar envolvidos na patogênese do LP (Shen et al, 

2013). Um estudo recente avaliou pacientes com LPB ou com LP cutâneo e 

adotou como grupo controle, indivíduos saudáveis que seriam submetidos à 

cirurgia plástica ou ortognática, respectivamente. A expressão de Foxp3 e IL-17 

no LPB foi significativamente maior em comparação com os controles e com o 

LP cutâneo. Observou-se uma correlação positiva entre Foxp3 e a expressão 

IL-17 (Shen et al, 2013). 



24 

 

A influência de fatores psicossociais na etiopatogenia do LPB é 

controversa. A associação entre o estresse e o LPB foi estudada por diversos 

autores (Hampf et al, 1987; McCartan, 1995; Burkhart et al, 1996). Girardi et al 

(2011) não encontraram diferença significativa dos graus de ansiedade, 

depressão, estresse e dos níveis salivares de dehidroepiandrosterona (DHEA) 

e cortisol entre pacientes com LPB e o grupo controle, constituído de indivíduos 

sem lesões bucais ou alterações sistêmicas e sem uso de medicações há 30 

dias. Shah et al (2009) avaliaram os mesmos parâmetros psicológicos e 

observaram diferença significativa entre os grupos caso e controle, pareado por 

sexo e idade e composto por indivíduos saudáveis. Os níveis salivares de 

cortisol estavam elevados em 56% dos pacientes com LPB, revelando uma 

correlação positiva, mas fraca entre os fatores psicológicos e aumento de 

cortisol. Um estudo caso-controle, com amostra relativamente maior, constatou 

que os níveis de ansiedade e de cortisol salivar encontravam-se 

significativamente mais elevados em pacientes com LPB do que em indivíduos 

do grupo controle, saudáveis, sem alterações endócrinas ou metabólicas 

(Koray et al, 2003). Kapoor et al (2013) observou maior índice de depressão 

entre os pacientes com LPB do que no grupo controle composto por pacientes 

saudáveis, sem alterações inflamatórias bucais ou sistêmicas. Um estudo caso-

controle pareado por sexo e idade comparou os fatores psicossociais no LPB, 

com um grupo controle positivo, composto por pacientes com síndrome da 

ardência bucal, dor facial atípica e síndrome disfuncional de dor miofacial, e 

com um grupo controle negativo de pacientes saudáveis. Foram observados 

níveis de estresse, ansiedade e depressão significativamente mais elevados 

nos grupos LPB e controle positivo do que na população em geral. Nenhuma 
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diferença significativa foi encontrada entre o LPB e os controles positivos, nos 

quais os fatores psicossociais são a etiologia exclusiva (Chaudhary et al, 2004). 

Os corticosteroides são drogas recomendadas para o tratamento de 

doenças imunologicamente mediadas como o LPB. Caso o paciente não 

apresente sintomatologia, nenhuma terapia é necessária. O LPB erosivo, 

frequentemente, causa sintomatologia dolorosa. Geralmente, o uso de 

corticosteroide tópico é suficiente para resolução dos sintomas em uma ou 

duas semanas (Edwards & Kelsch, 2002; Eisen et al, 2005).  

O propionato de clobetasol é um corticosteroide tópico indicado para o 

tratamento paliativo e sintomático do LPB erosivo, sendo considerado um dos 

mais efetivos (Campisi et al, 2004). Um estudo randomizado duplo-cego 

comparou a eficácia de duas concentrações (0,025 e 0,05%) deste 

medicamento em gel de hidroxietilcelulose. No entanto, não foi observada 

diferença estatisticamente significativa entre elas. Houve melhora dos sintomas 

e do aspecto clínico em todos os casos. No protocolo de tratamento foi utilizado 

miconazol gel a 2% e digluconato de clorexidina 0,12%, sem álcool como 

profilaxia antifúngica (Carbone et al, 2009). 

Medicamentos de segunda escolha, principalmente empregados nos 

casos refratários ao corticoide tópico, incluem corticoides sistêmicos, retinoides 

(Scardina et al, 2006), agentes imunomoduladores como a ciclosporina 

(Conrotto et al, 2006; Yoke et al, 2006), o tracolimus (Hodgson et al, 2003) e o 

pimecrolimus (Swift et al, 2005; McCaughey et al, 2011). 
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A isotretinoina é um retinoide que proporciona melhora dos sintomas e 

resolução das úlceras e erosões do LPB, utilizando a concentração de 0,18%. 

Aumento da dor e sensibilidade a alimentos quentes são efeitos transitórios 

associados à aplicação do medicamento (Scardina et al, 2006). 

Um ensaio clínico randomizado comparou a efetividade da ciclosporina 

com o propionato de clobetasol para o tratamento sintomático do LPB erosivo 

(Conrotto et al, 2006). A ciclosporina proporcionou resultados mais duradouros 

após encerramento da terapia, menos efeitos adversos e melhora da 

sintomatologia similar ao propionato de clobetasol. No entanto, a ciclosporina 

foi menos efetiva para resolução clínica das lesões e seu custo foi muito mais 

elevado (Conrotto et al, 2006). Outro estudo mostrou que a ciclosporina não é 

mais efetiva que a triancinolona acetonida para o tratamento sintomático do 

LPB e não apresentou um bom custo-benefício (Yoke et al, 2006). 

Tracolimus tópico a 0,1% pode ser utilizado para tratamento de úlceras e 

erosões de LPB em longo prazo, pois não possui efeitos adversos notáveis 

num intervalo médio de 19,8 meses. Proporciona resolução parcial das lesões 

clínicas em 80% dos casos, podendo provocar alteração transitória de paladar 

e sensação de ardência durante o tratamento (Hodgson et al, 2003). 

Pimecrolimus tópico a 0,1% foi efetivo para a redução da gravidade do 

LPB erosivo, da dor, do tamanho das erosões e do eritema. Baixos níveis 

séricos detectados nos pacientes tratados e ausência de efeitos adversos 

evidenciam que o medicamento é seguro e bem tolerado pelos pacientes 

(McCaughey et al, 2011). 
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Sonthalia et al (2012) observaram que  o tracolimus tópico a 0,1% 

proporciona resposta 30% superior, comparado ao propionato de clobetasol a 

0,05%, sendo uma alternativa ao corticoide tópico para o tratamento 

sintomático do LPB. 

 Thongprasom et al (2003) avaliaram a efetividade de diferentes formas 

de aplicação de acetonido de fluocinolona, 0,1%, para o tratamento do LPB a 

longo prazo. A apresentação em veículo adesivo proporcionou a remissão 

completa das lesões em 77,3% dos casos e foi significativamente mais efetiva 

do que a suspensão oral (Thongprasom et al, 2003). 

O uso de corticoides sistêmicos não é indicado para o tratamento 

sintomático do LP com manifestação restrita à mucosa bucal, pois não traz 

benefícios adicionais à corticoterapia tópica, apresenta maior custo e mais 

efeitos adversos (Carbone et al, 2003). 

Embora os corticoides tópicos sejam considerados o tratamento de 

primeira escolha para o LPB, segundo Lodi et al (2012) não há evidências 

científicas para afirmar que essa modalidade de tratamento seja superior a 

outras empregadas para mesma finalidade. 

2.2 Candida spp. 

O gênero Candida tem aproximadamente 200 espécies e apenas um 

número relativamente pequeno delas apresenta importância clínica em 

humanos, incluindo C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.parapsilosis e C. 

dubliniensis (Bow, 2009; Zomorodian et al, 2011). Cerca de 80% dos indivíduos 
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saudáveis apresentam colonização por uma ou mais espécies de Candida. C. 

albicans representa metade a dois terços das leveduras isoladas em humanos 

e é responsável pela maioria dos casos de candidíase bucal e sistêmica (Bow, 

2009). É dimórfica, sendo uma das poucas espécies capazes de produzir hifas 

verdadeiras, assim como C. dubliniensis. Apesar da semelhança morfológica 

entre ambas as espécies, C. albicans é um patógeno com maior habilidade 

para se adaptar a ambientes desfavoráveis (McManus & Coleman, 2013).  

A variabilidade de cariótipos de C. albicans pode ser atribuída às regiões 

de repetição de grandes sequências. Estes hotspots recombinantes são 

compostos de três sub-regiões conhecidas como domínios RB2, RPS e HOK 

(McManus & Coleman, 2013). A sub-região RPS de C. dubliniensis contém 

maior número de subunidades do que os isolados de C. albicans, indicando 

maior variabilidade cariotípica. A instabilidade cariotípica pode contribuir para a 

diminuição da patogenicidade de C. dubliniensis (Magee et al, 2008). 

Recentemente, observou-se que C. albicans é capaz de gerar 

diversidade genética através de eventos recombinantes. Alterações 

significativas em seu genoma podem ser produzidas rapidamente e 

propagadas por células mitóticas em resposta a condições desfavoráveis de 

crescimento, inclusive durante a exposição a antifúngicos (Selmecki, 2010). A 

passagem por um hospedeiro vivo propicia maiores alterações genômicas e 

fenotípicas em isolados clínicos de C. albicans quando comparados aos 

isolados in vitro.  Essas alterações podem estar associadas à criação de 

mecanismos de adaptação ao microambiente e ao sistema imune do 
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hospedeiro, que permitem a colonização comensal e a infecção oportunista 

(Forche et al, 2009). 

A colonização assintomática por Candida spp. pode ocorrer inclusive em 

pacientes sob terapia antifúngica (Lodi et al, 2007). O aumento da carga de 

Candida spp. determinada pela quantificação de unidades formadoras de 

colônias na saliva (UFC/mL) foi sugerido como um parâmetro para identificação 

de infecção por Candida spp. (Epstein et al, 1980), mas não há consenso 

quanto a definição de um valor limite que caracterize colonização ou infecção. 

Por outro lado, foram descritos valores elevados de UFC em pacientes 

assintomáticos (Budtz-Jörgensen et al, 1981; Oliver & Shillitoe, 1984).  

A densidade de colônias de C. albicans e a incidência de outras 

espécies parece ser maior em pacientes diabéticos (Kadir et al, 2002) e 

usuários de próteses dentárias inadequadas (Lyon et al, 2006; Lyon & 

Resende, 2006; Zomorodian et al, 2011). Há associação significativa entre a 

má higiene da prótese e a permanência da mesma durante o dia e a noite com 

a estomatite protética provocada por Candida spp. (Khasawneh & al-Wahadni, 

2002). A recorrência da estomatite em pacientes que mantém uma boa higiene 

da prótese é baixa. Apesar de antifúngicos, como o itraconazol, serem capazes 

de reduzir a carga fúngica, pode haver recolonização subsequente por 

espécies menos sensíveis ou resistentes (Cross et al, 2004). 

Esses microrganismos patogênicos desenvolveram fatores de virulência 

associados à invasão dos tecidos e evasão das repostas de defesa do 

hospedeiro. A avaliação in vitro das características da infecção por C. 
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parapsilosis em epitélio bucal humano reconstituído revelou que essa espécie 

não é altamente invasiva, mas induz danos teciduais significativos. Essa 

característica parece estar associada à expressão aumentada do gene 

proteinase aspartil secretada (SAP) (Silva et al, 2009). As enzimas hidrolíticas 

produzidas por C. albicans (proteinase, fosfolipase e lipase) foram descritas 

como responsáveis por digerir moléculas para nutrição, assim como para 

invasão de tecidos. Existem evidências de que possam atuar destruindo 

moléculas do sistema imune do hospedeiro para evadir ou resistir à ação 

antimicrobiana (Schaller et al, 2005). 

Estudo longitudinal realizado em Hong Kong mostrou a prevalência de 

candidemia de 9,6 em 1000 admissões em unidades de tratamento intensivo. A 

C. albicans foi a espécie mais prevalente, correspondendo a 56% dos casos, 

no entanto a espécie C. tropicalis também apresentou uma alta incidência 

(23%) (Yap et al, 2009). A avaliação de 100 pacientes imunocompetentes, com 

candidíase, atendidos na Santa Casa de São Paulo, identificou C. albicans 

como a espécie mais prevalente (76%) seguida por C. Kruzei, em 19% dos 

casos (Crocco et al, 2004).  

Profilaxia com fluconazol ou cetoconazol em pacientes criticamente 

enfermos reduz a mortalidade por infecções fúngicas invasivas pela metade. 

Em pacientes com risco aumentado de infecções fúngicas invasivas, profilaxia 

antifúngica com fluconazol deve ser considerada (Playford et al, 2006). Das 

espécies de Candida que causam infecções invasivas, C. albicans, C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata representam entre 80 e 90% dos 

isolados encontrados em análises laboratoriais. Os principais fatores 
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predisponentes para candidemias são a permanência em unidades de 

tratamento intensivo, a existência de cateter venoso central e, em caso de 

neonatos, o nascimento prematuro (Aliyu et al, 2006). Um estudo retrospectivo, 

realizado em um hospital de referência de São Paulo, descreveu a incidência 

de casos de candidíase e identificou que 44% dos casos foram causados por 

C. albicans, seguido por C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei.  

Foi observado que a incidência de infecção por C. glabrata aumentou 

significativamente de 2006 para 2010 (23.5%). C. glabrata foi associada a 

malignidades e C. Krusei a malignidades hematológicas (Moretti et al, 2012). 

2.3 Antifúngicos  

Kuriyama et al (2005) avaliaram a susceptibilidade in vitro de Candida 

spp. a sete diferentes antifúngicos. A baixa incidência de resistência ao 

fluconazol (0-6,8%) foi evidente em todas as espécies estudadas (C. glabrata, 

C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e outras espécies). Voriconazol, 

cetoconazol e miconazol também apresentaram elevada atividade tanto contra 

C. albicans, como não-albicans, e 23,7% dos isolados de C. glabrata foram 

resistentes ao itraconazol. Esse estudo demonstra que as espécies bucais de 

Candida apresentam elevada susceptibilidade a uma gama de agentes 

antifúngicos (Kuriyama et al, 2005). Ren et al (2014) sugeriram que o conteúdo 

de ergosterol determina a susceptibilidade de C. albicans a azóis e à 

anfotericina B. 

Enxaguatórios bucais contendo digluconato de clorexidina ou cloreto de 

cetilpiridínio, assim como sua combinação, apresentaram atividade fungicida in 
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vitro contra C. albicans e espécies emergentes como C. tropicalis e C. krusei 

(Giuliana et al, 1999; Fathilah et al, 2012). 

A clorexidina apresentou atividade antifúngica in vitro de largo espectro 

em concentrações detectadas na saliva (≤6.25mg/L) ao utilizar regimes de 

dosagem padrão. Não foi observada resistência cruzada entre a clorexidina e o 

fluconazol (Salim et al, 2013). 

O efeito de enxaguatórios bucais disponíveis comercialmente sobre a 

prevenção de candidíase em pacientes HIV positivos de foi avaliada por Patel 

et al (2008). Dentre os enxaguatórios bucais (cloridrato de benzidamina, 

cloridrato de benzidamina com digluconato de clorexidina, triclosan com 

fluoreto de sódio, bicarbonato de sódio a 5%, ou placebo) testados em 108 

pacientes sem candidíase, o triclosan com fluoreto de sódio foi o mais efetivo e 

proporcionou a diminuição da contagem de Candida e aumento do fluxo salivar. 

As equinocandinas são agentes antifúngicos, que podem ser usados em 

alternativa aos azólicos. A caspofungina é um exemplo que apresenta bom 

desempenho in vitro e in vivo, sendo indicada para pacientes debilitados, 

recentemente expostos a agentes azólicos e em risco de infecções causadas 

por C. glabrata ou C. krusei (Mayr et al, 2012). 

2.4 Corticoterapia e Candidíase  

Um dos efeitos colaterais mais frequentes após o uso de corticosteroides 

é a Candidíase. Os corticoides tópicos de maior potência, tais como o 

propionato de clobetasol, são mais eficazes para o tratamento sintomático de 
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LPB, no entanto ocorre infecção secundária por Candida em 12 a 30% dos 

casos (Al-Hashimi et al, 2007).  

O propionato de clobetasol a 0,05% comparado à fluocinonida, a mesma 

concentração, foi significativamente mais eficaz no tratamento sintomático do 

LPB erosivo (Carbone et al, 1999). Nenhum dos pacientes envolvidos no 

estudo apresentou candidíase (Carbone et al, 1999). No entanto, os grupos 

estudados receberam terapia antifúngica profilática com miconazol e 

clorexidina, inviabilizando a avaliação do efeito da corticoterapia sobre o risco 

de desenvolvimento de candidíase. 

Um estudo caso-controle avaliou o desenvolvimento de candidíase após 

o tratamento sintomático do LPB com propionato de clobetasol 0,05% gel (Lodi 

et al, 2007). O grupo controle foi tratado apenas com o corticoide e o grupo 

caso, com a associação do corticoide ao miconazol a 2%. O propionato de 

clobetasol foi capaz de melhorar significativamente os sintomas e a extensão 

das lesões em até três semanas. Foi observado que cerca de 30% dos 

pacientes submetidos a esse tratamento podem desenvolver candidíase bucal. 

O miconazol evitou o desenvolvimento de candidíase no grupo caso (Lodi et al, 

2007).  

A triancinolona acetonida (0,3% a 0,5%) é eficaz para o tratamento 

tópico do LPB erosivo e apresenta baixa incidência de infecção fúngica 

secundária ao seu uso (González-Garcıa et al, 2006). 

O aumento do risco de candidíase bucal também foi relatado durante 

tratamentos envolvendo a inalação de corticoide (Fukushima et al, 2003; van 
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Boven et al, 2013) . O risco de desenvolver a micose foi significativamente 

maior durante os três primeiros meses da corticoterapia (van Boven et al, 

2013). 

Um estudo desenvolvido em modelo animal, utilizando camundongos, 

relatou a participação de células T CD4+ na manutenção da colonização de 

Candida spp. num período de 20 dias. Foi observada drástica redução do 

número de células T CD4+ intraepiteliais nos quatro primeiros dias de 

aplicação de corticoide tópico, concomitante ao aumento da população de 

Candida spp. (Deslauriers et al, 1995).  

Considerando os estudos apresentados nesta revisão, podemos 

constatar a ausência de dados sobre a cinética da colonização de espécies de 

Candida após o uso de corticoides tópicos. Esta informação é relevante para 

conhecermos melhor os efeitos dessa terapia sobre a saúde bucal. 
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A utilização de corticosteroides tópicos para o tratamento do líquen LPB 

erosivo proporciona melhora dos sintomas, do aspecto clínico e remissão das 

lesões. Casos mais graves exigem corticosteroides de maior potência como o 

propionato de clobetasol 0,05%. Cerca de um terço dos pacientes submetidos 

ao tratamento de LPB desenvolvem candidíase (Lodi et al, 2007). 

A avaliação dos efeitos quantitativos e qualitativos da colonização bucal 

por Candida spp., ocasionados pela terapia local com corticoide em paciente 

com LPB, contribuirá para a compreensão da relevância do uso de medicação 

antifúngica complementar nesses indivíduos. Esta informação é também 

importante para definição de protocolos utilizados no atendimento odontológico 

de pacientes com manifestações bucais de doenças imunomediadas. 

 A identificação de espécies de Candida, de fatores de virulência e de 

resistência a antifúngicos fornecerá evidências sobre o comportamento 

biológico desses microrganismos na mucosa bucal de pacientes sob 

corticoterapia tópica, além de informações sobre a eficácia da medicação 

utilizada para o tratamento dessas infecções. 
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4.1 Objetivo Geral 

Avaliar alterações qualitativas e quantitativas da colonização por Candida spp. 

na cavidade bucal de pacientes com LPB antes e durante o tratamento com 

corticoide tópico.  

4.2 Objetivos Específicos 

 Comparar a quantidade de Candida spp. presente na mucosa de 

pacientes com LPB antes, 7 e 30 dias durante a corticoterapia tópica. 

 Identificar a prevalência das espécies de Candida na mucosa bucal 

de pacientes com LPB, antes, 7 e 30 dias durante a corticoterapia tópica. 

 Avaliar os fatores de virulência e a suscetibilidade a antifúngicos de 

Candida spp. na mucosa bucal de pacientes com LPB, antes, 7 e 30 dias 

durante a corticoterapia tópica. 
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5.1 Aspectos Éticos 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) (Anexo A) e todos os 

participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 

B), conforme as resoluções CNS nº196/96 e 304/00 do Conselho Nacional de 

Saúde, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas 

Envolvendo Seres Humanos. 

5.2 Amostra e Pacientes 

Foram incluídos 11 pacientes consecutivos com LPB erosivo e 

sintomático que apresentavam indicação para o tratamento com corticoide 

tópico (propionato de clobetasol, 0,05%). O diagnóstico de LPB foi confirmado 

através de análise das características clínicas e histopatológicas (van der Meij 

et al, 2003). 

 Pacientes em tratamento tópico ou sistêmico com antibióticos, 

antifúngicos ou corticosteroides em até seis meses antes do estudo, com 

hipersensibilidade ao propionato de clobetasol, diabetes ou outra alteração 

sistêmica descompensada, foram excluídos. Possíveis fatores locais que 

poderiam interferir nos resultados do estudo, como alterações periodontais, 

higiene bucal deficiente e próteses dentárias inadequadas, foram avaliados e 

os casos excluídos. 

 Os pacientes foram tratados com propionato de clobetasol, 0,05%, 

tópico, três vezes ao dia, por pelo menos 30 dias, até a resolução dos 
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sintomas. As amostras foram coletadas antes do início do tratamento (dia 0), 7 

e 30 dias durante a corticoterapia. Os pacientes foram monitorados quanto aos 

sinais de candidíase através de exame clínico e citologia esfoliativa com 

coloração de PAS (ácido periódico de Schiff). Não foi necessário instituir 

terapia antifúngica no período de estudo, pois nenhum paciente exibiu sinais e 

sintomas de candidíase. Os intervalos de avaliação e coleta de amostras foram 

definidos pelo fato de o aumento da contagem de UFC poder ser notado em 

até 21 dias (Lodi et al, 2007). No entanto, todos os pacientes foram 

acompanhados por 90 dias após o início da corticoterapia. 

 A coleta de raspado bucal para quantificação de Candida spp. por meio 

de qPCR foi realizada em mucosa jugal, língua e palato, com citobrush estéril e 

em seguida colocado em um tubo contendo 500 μl de solução de Krebs, 

centrifugado a 9300 g, em microcentrífuga (Eppendorf – 5415 D), por 10 

minutos e armazenado à -20°C até a extração de DNA (Correia-Silva et al, 

2010). Também foram coletadas amostras de raspado bucal para serem 

semeadas em ágar Sabouraud dextrose (ASD) (Difco Laboratories, Detroit, 

USA) com clorofenicol (16 mg/mL). As placas foram incubadas a 28ºC por 24 a 

48 h (Marinho et al, 2010). 

5.3 Ensaios Microbiológicos  

5.3.1 Microcultivo 

 A técnica do microcultivo baseia-se no princípio de que leveduras, 

quando incubadas num meio com Tween-80, apresentam a capacidade de 

formar pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras. Assim, pelas características 



42 

 

morfológicas diferenciadas das estruturas filamentosas, pode-se sugerir a 

espécie de levedura implicada na identificação. As amostras cultivadas em 

ASD foram semeadas em CHROMágar Candida e isoladas de acordo com a 

coloração das colônias. As colônias isoladas foram semeadas em ASD e 

incubadas a 28ºC por 48 horas. Em seguida foram semeadas em estrias em 

ágar fubá e ágar batata em uma lâmina sobre um suporte em uma placa de 

Petri e cobertas com uma lamínula estéril. Um algodão umedecido com água 

destilada e estéril foi colocado para fornecer umidade. O conjunto foi mantido a 

28ºC por três a cinco dias para avaliação morfológica em microscópio. 

As espécies C. albicans e C. dubliniensis não podem ser distinguidas 

através do CHROMágar Candida (Schoofs et al, 1997) ou ao exame 

microscópico. As amostras que apresentaram morfologia correspondente a C. 

albicans ou C. dubliniensis no microcultivo e colônia de cor verde no 

CHROMágar Candida foram submetidas ao método identificação baseado na 

de tolerância térmica. Os isolados foram incubados a 45ºC por 48 horas, sendo 

que as leveduras capazes de crescer nessa temperatura foram consideradas 

pertencentes à espécie C. albicans. 

5.3.2 Quantificação de unidades formadoras de colônias (UFC) 

Amostras coletadas em solução de Krebs foram centrifugadas a 9300 g 

por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi pesado em 

balança de precisão. Em seguida foi realizada diluição do pellet em 1,0 mL de 

solução salina estéril. O inóculo foi semeado em ASD com clorofenicol (16 
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mg/mL) e incubado a 28 ºC por 48 h. Foi realizada a contagem das UFC e o 

cálculo de UFC/g, considerando o peso úmido de cada pellet. 

5.3.3 Teste de suscetibilidade a antifúngicos 

O meio sintético RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) com L-

glutamina, tamponado a pH 7,0 com ácido morfolino propanosulfonico (MOPS; 

Sigma) foi preparado de acordo com o documento CLSI M27-A3 (NCCLS ⁄ 

CLSI 2008) e usado para determinar a concentração inibitória mínima (CIM). A 

suspensão de inóculo foi preparada a partir de culturas fúngicas incubadas a 

35ºC. O método espectrofotométrico foi usado para obtenção de um inóculo 

final de 1,5 ± 1,0 x 10³ CFU ml-¹ que foi utilizado no teste de suscetibilidade a 

antifúngicos. 

Foram realizados testes de suscetibilidade ao fluconazol (Pfizer, São 

Paulo, Brasil) e à Anfotericina B (Sigma). O meio RPMI, sem drogas ou 

solventes, foi utilizado como controle para proliferação e esterilidade. Diluições 

em série foram realizadas, utilizando o RPMI como diluente, mantendo um 

volume constante de 1 ml por tubo. O fluconazol foi testado a dez 

concentrações que variaram de 64 a 0,125 g ml-¹. Volumes de 100 l de cada 

diluição foram distribuídos em microplacas. Diluições seriadas em duplicata 

foram preparadas segundo o documento CLSI M27-A3. Posteriormente, 100 l 

de inóculo de Candida spp. proveniente das amostras foram distribuídos nas 

microplacas, para cada diluição. As placas foram incubadas a 35 º C durante 

48 h. Os pontos finais foram determinados visualmente por comparação com o 

controle de crescimento livre de droga. A CIM foi expressa em g ml-¹ e 
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definida como a menor concentração de antifúngico para a qual o conteúdo do 

poço encontrar-se opticamente claro (Johann S et al, 2007). Processo 

semelhante foi realizado para o teste de suscetibilidade à Anfotericina B, de 

acordo o documento CLSI M27-A3. 

5.3.4 Produção de Protease 

 Um meio básico (MB1), constituído de 18,0g de ágar (Difco) e 900,0ml 

de água destilada, foi esterilizado por meio de autoclave a 120ºC por 15 

minutos. O meio de albumina para pesquisa de proteinase é constituído de 

11,7g de Yeast Carbon base (Difco), 2,0g de albumina bovina fração V 

(Sigma), 2,5ml de Protovit (Roche, Burgdorf, Suíça) e 100,0ml de água 

destilada. Foi esterilizado através de filtração com filtro de 0,22m (Millipore, 

Billerica, MA, USA) e misturado ao MB1, como descrito por Mohan e Ballal 

(2008). 

 Para o preparo do inóculo de leveduras as amostras foram repicadas 

48h antes da sua utilização. Um inóculo de cada isolado foi semeado em ponto, 

em duplicata e incubado a 37ºC por 72h. 

 As amostras produtoras de protease produzem um halo de precipitação 

ao redor do ponto de inoculação. A atividade enzimática é obtida através do 

quociente do diâmetro da colônia pela soma do diâmetro da colônia com o 

diâmetro do halo de precipitação. Os valores encontrados foram classificados 

de acordo com Price, Wikinson e Gentry (1982): ausente (1), positiva (≤ 0,64) e 

fortemente positiva (> 0,64). 
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5.3.5 Produção de fosfolipase 

Para a verificação da produção de fosfolipase foi utilizado o meio de 

cultura composto por 10,00g de peptona, 20,00g de glicose , 57,30g de cloreto 

de sódio, 0,55g de cloreto de cálcio e 20,00g de ágar. O meio foi esterilizado 

em autoclave (120ºC por 15 minutos) e após resfriado (50ºC) foi adicionada 

emulsão de ovo composta por 80,0g de gema de ovo e 80,0ml de solução 

fisiológica. Para o preparo da emulsão, os ovos foram submersos em álcool 

70% por 1 hora para desinfecção. Então, as gemas foram separadas e 

colocadas em recipiente estéril, contendo pérolas de vidro, e adicionada 

solução fisiológica, agitando a solução vigorosamente.  

As amostras foram semeadas no meio e incubadas 37ºC por quatro dias 

para leitura do resultado. A interpretação foi semelhante à de produção de 

proteinase. 

5.4 Ensaios de Biologia Molecular 

5.4.1 Extração de DNA 

O DNA das amostras foi extraído com o uso do QIAamp DNA Blood Mini 

Kit   (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. 

Após a extração, 1μl de cada amostra foi usado para a quantificação do DNA 

em NanoDrop (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, 

EUA). Todos os reagentes do kit foram filtrados através de um filtro de 0.22 m 

(Millipore) antes do uso (White et al, 2003). 
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5.4.2 PCR em tempo real quantitativo (qPCR) 

Quantificação de cópias de DNA das cinco espécies de Candida foi 

realizada através de qPCR com primers previamente descritos (Tabela 1) 

(Khan et al, 2009; Yang et al, 2011) derivados da região ITS2 de C. albicans, C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. dubliniensis e C. tropicalis (Khan et al, 2009). 

Tabela 1: Primers utilizados para qPCR. 

Espécies Primer Sequência 5’-3’ 
Tamanho 

do produto 

Candida albicans 
 

 

    CADET  5'-ATTGCTTGCGGCGGTAACGTCC-3' 
105 pb 

    CTSR 5'-TCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 

Candida glabrata    

    CGDET 5'-TAGGTTTTACCAACTCGGTGTT-3' 
144 pb 

    CTSR 5'-TCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 

Candida dubliniensis     

    CDDET  5'-GCTAAGGCGGTCTCTGGCGTCG-3' 
105 pb 

    CTSR 5'-TCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 

Candida parapsilosis    

    CPDET  5'-ACAAACTCCAAAACTTCTTCCA-3' 
88 pb 

    CTSR 5'-TCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 

Candida tropicalis     

    CTDET  5'-AACGCTTATTTTGCTAGTGGCC-3' 
106 pb 

    CTSR 5'-TCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 

TDH3  

 

Forward 5’-TAACATTATCCCATCTTCCA-3’ 
229 pb 

Reverse 5’-AGCATCTTCAGTGTAGCCCA-3’ 
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Foram usados 50 ng de DNA para reação de qPCR, utilizando SYBR 

Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, EUA) em termociclador 

StepOne™ Real-Time PCR System (PE Biosystems, Foster City, EUA) sob as 

seguintes condições: 1 ciclo de 10 minutos a 95°C; 40 ciclos de 15 segundos a 

95°C, 1 minuto a 60°C e um ciclo de extensão final a 72°C por 15 segundos. 

Curvas padrão foram obtidas para a quantificação absoluta. O DNA 

extraído de culturas de células das cepas fúngicas da American Type Culture 

Collection (ATCC, Rochville, MD, EUA) e da Centraalbureau voor 

Schimmelcultures (CBS; Utrecht, Países Baixos) (C. albicans ATCC 18804, C. 

tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis ATCC 22 019, C. glabrata ATCC 2001 and 

C. dubliniensis CBS 7987) foi utilizado em reação de PCR em tempo real. O 

produto foi purificado através do método de extração pelo fenol: clorofórmio: 

álcool isoamílico (25: 24: 1) (InvitrogenTM, Grand Island, NY, EUA) e 

precipitação pelo acetato de sódio, de acordo com as instruções do fabricante, 

e, em seguida, quantificado. O número de cópias de DNA/ μL foi calculado 

através da fórmula (Godornes et al, 2007): 

Número de Cópias/µl=  

 

                                                  

                                                                  
 

 

 

Onde, constante de Avogadro = 6,022x1023; peso molecular de um pb de DNA 

padrão = 650 Daltons. 
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 A partir da solução estoque pré-quantificada, foram realizadas diluições 

seriadas com concentrações de 10² a 1010 cópias de DNA. As curvas padrão 

foram obtidas pela plotagem dos valores de Threshold Cycle (Ct) no eixo-Y e o 

log da concentração (cópias/µl) dos produtos purificados de PCR no eixo-X. Foi 

realizada regressão linear, gerando-se uma reta cuja inclinação (slope) 

esperada de -3,33 indica 100% de eficiência da reação de PCR (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O resultado final da quantificação foi obtido a partir do cálculo da média 

das triplicatas realizadas para cada amostra. Os controles negativos foram 

realizados substituindo-se as amostras pelo mesmo volume de água na reação. 

Foi realizada análise da curva de dissociação para confirmar a especificidade 

Figura 2: Curva padrão gerada por diluições seriadas (102 a 1010) e eficiência 

de amplificação (Eff%) de aproximadamente 100% do gene alvo de C. albicans. 

Eixos Y: Ciclo threshold (Ct); X: Quantidade (cópias de DNA). 

 

 

Slope: -3.3  Y-Intercept: 40.014 R²: 0.999  Eff%: 100.936 
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da reação (Figura 2). Os ensaios de qPCR foram realizados para quantificação 

das cinco espécies separadamente, e as amostras de cada paciente foram 

processadas simultaneamente.  

 

Figura 3: Curvas de dissociação obtidas no qPCR, temperaturas de melt e 

desvio padrão de (A) C. tropicalis. (B) C. albicans. (C) C. dubliniensis. (D) C. 

glabrata. (E) C. parapsilosis. 

Sob condições de estresse, C. albicans pode apresentar variações no 

número de cópias gênicas (Yang et al 2011; Selmecki et al, 2010). Realizamos 

a quantificação do gene TDH3 da sequência de referência SC5314 que não 

varia em isolados clínicos para excluir a hipótese de amplificação gênica. Foi 
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utilizado o método Ct comparativo (2-∆∆Ct) para determinar o número de cópias 

de DNA do gene alvo, nos isolados clínicos, relativo ao gene de referência e à 

amostra calibradora (Livak & Schmittgen, 2001). A partir dos valores de Ct 

obtidos através do qPCR, foi calculado o valor de 2-∆∆Ct para cada paciente 

através da seguinte equação: 

2-∆∆Ct = 
                      

                            
 

Onde, E= eficiência da reação de PCR; ∆Ct do gene alvo = diferença 

entre o valor de Ct da amostra desconhecida e da amostra calibradora (Ct 

médio das amostras obtidas no dia 0) para este gene; ∆Ct do gene de 

referência = diferença entre o valor de Ct da amostra desconhecida e da 

amostra calibradora para este gene. 

As amostras obtidas no dia 0, antes do tratamento, foram consideradas 

amostras calibradoras no cálculo do Ct comparativo (Livak & Schmittgen, 

2001). Foi considerada amplificação gênica um aumento maior que duas 

vezes. 

5.5 Análise Estatística 

A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov–Smirnov. 

Para análise estatística empregamos o teste de Friedman, um teste não 

paramétrico para verificação da diferença entre as amostras dos dias 0, 7 e 30 

(SPSS Inc., versão 17.0, Chicago, IL, EUA). Teste de Spearman foi realizado 

para avaliar a correlação entre os valores obtidos na quantificação através do 

qPCR e da contagem de UFC/g. 



51 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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Estudos prospectivos com maior número de casos podem fornecer 

evidências sobre sucessão de espécies, desenvolvimento de fatores de 

virulência e resistência a antifúngicos, que justifiquem o emprego de profilaxia 

antifúngica durante a corticoterapia tópica. 

Apesar do aumento do número de cópias de DNA e de UFC de C. 

albicans durante a corticoterapia tópica, não foram observados sinais e 

sintomas de candidíase. Portanto, a relevância clínica desses achados não é 

evidente. A quantificação de Candida spp.  no dia 30 não foi significativamente 

superior aos dias 0 e 7. No entanto, houve colonização simultânea por mais de 

duas espécies na mucosa da maioria dos pacientes e aumento da expressão 

dos fatores de virulência no dia 30. Dessa forma, podemos sugerir que o 

corticoide tópico altera o microambiente e favorece a interação de cepas mais 

virulentas de Candida, mas não é suficiente para proporcionar uma infecção 

clinicamente evidente. O desenvolvimento da infecção por espécies 

patogênicas de Candida resulta do desequilíbrio entre os fatores de virulência 

dos fungos e a imunidade do hospedeiro, geralmente associado a fatores 

predisponentes como a corticoterapia (Al-Hashimi et al, 2007). 

A interação com os mecanismos de defesa do hospedeiro e a alteração 

do microambiente podem ocasionar alterações no genoma das cepas de C. 

albicans, comprometendo a quantificação através de métodos moleculares 

(Forche et al, 2009). Portanto foi utilizado o método Ct comparativo, 

considerando as amostras coletadas no dia 0 e o gene TDH3 como referência 

(Yang et al, 2011). A análise dos nossos dados mostra que não houve 

amplificação gênica devido à corticoterapia. Esse resultado foi também 
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confirmado pela forte correlação positiva entre os métodos convencional e 

molecular de quantificação do fungo. 

Os benefícios da utilização de antifúngico profilático durante a 

corticoterapia tópica foram avaliados por Lodi, et al (2007) em um ensaio 

clínico randomizado. O antifúngico profilático não parece influenciar a remissão 

das lesões erosivas, mas apenas previne o desenvolvimento de candidíase 

durante o tratamento. No entanto, foi observada colonização assintomática por 

Candida spp. inclusive no grupo tratado com miconazol 2%. Os autores 

sugerem que a profilaxia antifúngica não é necessária em indivíduos que não 

apresentem colonização por Candida spp. antes da corticoterapia tópica (Lodi 

et al, 2007). Podemos adicionar que a profilaxia antifúngica parece não ser 

benéfica em pacientes sem fatores predisponentes claros, como tabagismo, 

higiene bucal deficiente, próteses inadequadas ou alterações sistêmicas 

descompensadas. Entretanto, as orientações de higiene bucal rigorosa não 

devem ser negligenciadas. 

Diversos métodos fenotípicos de identificação de Candida spp. foram 

desenvolvidos, no entanto, existem limitações que requerem a realização de 

técnicas de biologia molecular. Apesar de a cultura em CHROMagar Candida 

permitir a identificação de algumas espécies através da cor das colônias, esse 

método não é capaz de discriminar as espécies C. albicans e C. dubliniensis, 

pois ambas exibem colônias de cor verde (Schoofs et al, 1997). Elas também 

não podem ser distinguidas ao exame microscópico, pois compartilham 

morfologia semelhante, inclusive a produção de clamidósporos. Foi proposto 

um método de identificação baseado na tolerância térmica de C. albicans, que 
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consiste em incubar isolados clínicos de Candida spp. a 45ºC. Apesar de ser 

um método simples e reprodutível, alguns estudos relataram baixa 

especificidade (Gales et al, 1999). Podemos considerar que a tolerância 

térmica é um método válido para confirmar a presença de C. albicans. Mas não 

é confiável para identificar C. dubliniensis quando o crescimento a 45ºC não é 

detectado, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo. 

O nosso estudo, portanto, ressalta a presença e o aumento da 

colonização por Candida spp. durante a corticoterapia tópica com propionato 

de clobetasol, ainda que lesões clinicamente evidentes sugestivas de 

candidíase estejam ausentes. O aumento quantitativo é observado na primeira 

semana de tratamento. A partir de então, surgem diferentes espécies que se 

interagem e colonizam simultaneamente a mucosa do hospedeiro. As espécies 

mais prevalentes nesse momento, como C. albicans e C. parapsilosis, são 

capazes de adaptar-se e expressar fatores de virulência. Novos estudos são 

necessários para avaliar o possível impacto clínico desses achados. 
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8 CONCLUSÕES 
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- Existe um aumento significativo da carga de C. albicans na primeira 

semana de uso do propionato de clobetasol. 

- No dia 30, foi observada colonização da cavidade bucal por um maior 

número de espécies simultaneamente. Dessa forma, o corticoide tópico 

predispõe a mucosa ao aumento individual de espécies de Candida, assim 

como à interação de múltiplas espécies. 

- O método molecular de quantificação das espécies de Candida é mais 

sensível do que o método convencional, no entanto, os valores obtidos através 

de ambos os experimentos se correlacionam positivamente. 

- O uso de corticoide tópico não induz resistência ao fluconazol ou à 

anfotericina B nos isolados clínicos de Candida spp. 

.- Observou-se aumento progressivo da virulência durante a 

corticoterapia tópica, sendo que a espécie mais virulenta foi C. albicans, 

seguida por C. parapsilosis. 
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10.1 Anexo A - Aprovação pelo Comitê de Ética e Pesquisa de 

Universidade Federal de Minas Gerais. 
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10.2 Anexo B – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Termo de consentimento destinado a indivíduos maiores de 18 anos 
 

Universidade Federal de Minas Gerais - Faculdade de Odontologia 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Esse documento tem como finalidade propor a sua participação no projeto de pesquisa“Estudo 
do impacto de corticoterapia sobre infecção bucal de Candida spp.” A doença do enxerto contra o 
hospedeiro (DECH) é uma complicação freqüente após o transplante que pode causar danos graves à 
saúde do paciente e que se manifesta na boca em cerca de 80% dos casos. O líquen plano é uma 
doença dermatológica crônica, auto-imune e que afeta frequentemente a mucosa bucal. O tratamento 
indicado para as lesões na boca que ocorrem em pacientes com uma dessas doenças é o uso de um 
corticoide tópico. Este projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar a necessidade de introdução de 
medicação antifúngica no protocolo de atendimento dos pacientes submetidos ao tratamento com 
corticoide tópico. Para esse estudo, será necessária a coleta de raspado bucal que é realizada com uma 
escova estéril passada na mucosa bucal e na língua para análise laboratorial e investigação da presença 
de espécies de Candida. As coletas serão realizadas antes e após o tratamento com corticoide tópico.  

Este estudo não oferecerá riscos adicionais a sua saúde, além de um possível leve desconforto 
durante o movimento da raspagem, que deverá ser minimizado pelo emprego da técnica adequada. O 
material utilizado será estéril e descartável, impedindo contaminações. Quanto aos benefícios, será 
possível esclarecer aspectos relacionados ao impacto da corticoterapia sobre a infecção por Candida 
spp., propiciando bases teóricas para adequação do atendimento odontológico a esses pacientes, 
propiciando melhor qualidade de vida para os mesmos. 

Durante qualquer etapa do projeto de pesquisa o participante tem o direito de desistir e não 
sofrerá nenhuma penalização nem serão interrompidos os procedimentos necessários para o término do 
seu tratamento. Não terá custos ou ressarcimentos para você. O voluntário receberá uma cópia deste 
termo onde consta o telefone/e-mail do pesquisador responsável, e demais membros da equipe, podendo 
tirar as suas dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento. Os dados 
coletados serão utilizados com finalidade de pesquisa e ensino, garantindo o seu anonimato. 

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO 

 Li e entendi as informações fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as 
minhas dúvidas foram respondidas a contento. Autorizo a realização das coletas de raspado bucal para 
este projeto de pesquisa. Permito também a utilização dos dados para divulgação e ensino, respeitando 
sempre meu direito de não ser identificado. 
 Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da 
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuação normal do tratamento. 
 
Local: ______________________________              Data: ___/___/________ 
 
________________________________                       _______________________________ 
           NOME DO PACIENTE                                                                     NOME DO RESPONSÁVEL 
                                                                                                                                              

________________________________                         _______________________________ 
  ASSINATURA DO PACIENTE                                                           ASSINATURA DO RESPONSÁVEL 

 
DOCUMENTO APRESENTADO: ____________________  N.º:_______________________ 
 
Principal: Prof. Dr. Ricardo Santiago Gomez  
Lattes: http://lattes.cnpq.br/5760422122697584 / E-mail: rsgomez@ufmg.br / Tel.: 34092477 
 
Co-orientador: Drª. Jeane de Fatima Correia Silva Alves 
Lattes: http://lattes.cnpq.br/9313735835963254 / E-mail: jeanecorreia@gmail.com /Tel.: 34092477 
 
Thaís dos Santos Fontes Pereira                            
Lattes: http://lattes.cnpq.br/6707228592699947 /  E-mail: thaissfp@hotmail.com  / Tel.: 87897472 
 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG COEP (Av Presidente Antônio Carlos,6627 – Unidade 
administrativa II, 2º Andar, Sala 2005- Belo Horizonte – MG , CEP: 31270-901, telefone (31) 3409 4592 – 
coep@prpq.ufmg.br). 
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Termo de consentimento destinado a indivíduos adolescentes (entre 13 e 18 anos) 
 

Universidade Federal de Minas Gerais - Faculdade de Odontologia 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Esse documento tem como finalidade propor a sua participação no projeto de pesquisa“Estudo 
do impacto de corticoterapia sobre infecção bucal de Candida spp.” A doença do enxerto contra o 
hospedeiro (DECH) é uma complicação freqüente após o transplante que pode causar danos graves à 
saúde do paciente e que se manifesta na boca em cerca de 80% dos casos. O líquen plano é uma 
doença dermatológica crônica, auto-imune e que afeta frequentemente a mucosa bucal. O tratamento 
indicado para as lesões na boca que ocorrem em pacientes com uma dessas doenças é o uso de um 
corticoide tópico. Este projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar a necessidade de introdução de 
medicação antifúngica no protocolo de atendimento dos pacientes submetidos ao tratamento com 
corticoide tópico. Para esse estudo, será necessária a coleta de raspado bucal que é realizada com uma 
escova estéril passada na mucosa bucal e na língua para análise laboratorial e investigação da presença 
de espécies de Candida. As coletas serão realizadas antes e após o tratamento com corticoide tópico.  

Este estudo não oferecerá riscos adicionais a sua saúde, além de um possível leve desconforto 
durante o movimento da raspagem, que deverá ser minimizado pelo emprego da técnica adequada. O 
material utilizado será estéril e descartável, impedindo contaminações. Quanto aos benefícios, será 
possível esclarecer aspectos relacionados ao impacto da corticoterapia sobre a infecção por Candida 
spp., propiciando bases teóricas para adequação do atendimento odontológico a esses pacientes, 
propiciando melhor qualidade de vida para os mesmos. 

Durante qualquer etapa do projeto de pesquisa o participante tem o direito de desistir e não 
sofrerá nenhuma penalização nem serão interrompidos os procedimentos necessários para o término do 
seu tratamento. Não terá custos ou ressarcimentos para você. O voluntário receberá uma cópia deste 
termo onde consta o telefone/e-mail do pesquisador responsável, e demais membros da equipe, podendo 
tirar as suas dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento. Os dados 
coletados serão utilizados com finalidade de pesquisa e ensino, garantindo o seu anonimato. 

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO 

 Li e entendi as informações fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as 
minhas dúvidas foram respondidas a contento. Autorizo a realização das coletas de raspado bucal para 
este projeto de pesquisa. Permito também a utilização dos dados para divulgação e ensino, respeitando 
sempre meu direito de não ser identificado. 
 Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da 
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuação normal do tratamento. 
 
Local: ______________________________              Data: ___/___/________ 
 
________________________________                       _______________________________ 
           NOME DO PACIENTE                                                                       NOME DO RESPONSÁVEL 
                                                                                                                                              

________________________________                         _______________________________ 
  ASSINATURA DO PACIENTE                                                           ASSINATURA DO RESPONSÁVEL 

 
DOCUMENTO APRESENTADO: ____________________  N.º:_______________________ 
 
Principal: Prof. Dr. Ricardo Santiago Gomez  
Lattes: http://lattes.cnpq.br/5760422122697584 / E-mail: rsgomez@ufmg.br / Tel.: 34092477 
 
Co-orientador: Drª. Jeane de Fatima Correia Silva Alves 
Lattes: http://lattes.cnpq.br/9313735835963254 / E-mail: jeanecorreia@gmail.com /Tel.: 34092477 
 
Thaís dos Santos Fontes Pereira                            
Lattes: http://lattes.cnpq.br/6707228592699947 /  E-mail: thaissfp@hotmail.com  / Tel.: 87897472 
 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG COEP (Av Presidente Antônio Carlos,6627 – Unidade 
administrativa II, 2º Andar, Sala 2005- Belo Horizonte – MG , CEP: 31270-901, telefone (31) 3409 4592 – 
coep@prpq.ufmg.br). 
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Termo de consentimento destinado a responsável por adolescentes (entre 13 e 18 anos) 
 

Universidade Federal de Minas Gerais - Faculdade de Odontologia 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

O seu filho (a) ____________________________________________ está sendo convidado(a) a 
participar do projeto de pesquisa“Estudo do impacto de corticoterapia sobre infecção bucal de Candida 
spp.” . A doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) é uma complicação freqüente após o transplante 

que pode causar danos graves à saúde do paciente e que se manifesta na boca em cerca de 80% dos 
casos. O líquen plano é uma doença dermatológica crônica, auto-imune e que afeta frequentemente a 
mucosa bucal. O tratamento indicado para as lesões na boca que ocorrem em pacientes com uma dessas 
doenças é o uso de um corticoide tópico. Este projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar a 
necessidade de introdução de medicação antifúngica no protocolo de atendimento dos pacientes 
submetidos ao tratamento com corticoide tópico. Para esse estudo, será necessária a coleta de raspado 
bucal que é realizada com uma escova estéril passada na mucosa bucal e na língua para análise 
laboratorial e investigação da presença de espécies de Candida. As coletas serão realizadas antes e após 

o tratamento com corticoide tópico.  
Este estudo não oferecerá riscos adicionais à saúde de seu filho (a), além de um possível leve 

desconforto durante o movimento da raspagem, que deverá ser minimizado pelo emprego da técnica 
adequada. O material utilizado será estéril e descartável, impedindo contaminações. Quanto aos 
benefícios, será possível esclarecer aspectos relacionados ao impacto da corticoterapia sobre a infecção 
por Candida spp., propiciando bases teóricas para adequação do atendimento odontológico a esses 
pacientes, propiciando melhor qualidade de vida para os mesmos. 

Durante qualquer etapa do projeto de pesquisa o participante tem o direito de desistir e não 
sofrerá nenhuma penalização nem serão interrompidos os procedimentos necessários para o término do 
seu tratamento. Não terá custos ou ressarcimentos para você. O voluntário receberá uma cópia deste 
termo onde consta o telefone/e-mail do pesquisador responsável, e demais membros da equipe, podendo 
tirar as suas dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento. Os dados 
coletados serão utilizados com finalidade de pesquisa e ensino, garantindo o seu anonimato. 

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO 

 Li e entendi as informações fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as 
minhas dúvidas foram respondidas a contento. Autorizo a realização das coletas de raspado bucal para 
este projeto de pesquisa. Permito também a utilização dos dados para divulgação e ensino, respeitando 
sempre meu direito de não ser identificado. 
 Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da 
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuação normal do tratamento. 
 
Local: ______________________________              Data: ___/___/________ 
 
________________________________                       _______________________________ 
           NOME DO PACIENTE                                                                       NOME DO RESPONSÁVEL 
                                                                                                                                              

________________________________                         _______________________________ 
  ASSINATURA DO PACIENTE                                                           ASSINATURA DO RESPONSÁVEL 

 
DOCUMENTO APRESENTADO: ____________________  N.º:_______________________ 
 

 Principal: Prof. Dr. Ricardo Santiago Gomez  
Lattes: http://lattes.cnpq.br/5760422122697584 / E-mail: rsgomez@ufmg.br / Tel.: 34092477 

 Co-orientador: Drª. Jeane de Fatima Correia Silva Alves 
Lattes: http://lattes.cnpq.br/9313735835963254 / E-mail: jeanecorreia@gmail.com /Tel.: 34092477 

 Thaís dos Santos Fontes Pereira                            
Lattes: http://lattes.cnpq.br/6707228592699947 /  E-mail: thaissfp@hotmail.com  / Tel.: 87897472 

 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG COEP (Av Presidente Antônio Carlos,6627 – Unidade 
administrativa II, 2º Andar, Sala 2005- Belo Horizonte – MG , CEP: 31270-901, telefone (31) 3409 4592 – 
coep@prpq.ufmg.br). 
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Termo de consentimento destinado a responsável por menores de idade (entre 7 e 12 anos) 
 

Universidade Federal de Minas Gerais - Faculdade de Odontologia 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

O seu filho (a) ____________________________________________ está sendo convidado(a) a 
participar do projeto de pesquisa“Estudo do impacto de corticoterapia sobre infecção bucal de Candida 
spp.” . A doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) é uma complicação freqüente após o transplante 

que pode causar danos graves à saúde do paciente e que se manifesta na boca em cerca de 80% dos 
casos. O líquen plano é uma doença dermatológica crônica, auto-imune e que afeta frequentemente a 
mucosa bucal. O tratamento indicado para as lesões na boca que ocorrem em pacientes com uma dessas 
doenças é o uso de um corticoide tópico. Este projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar a 
necessidade de introdução de medicação antifúngica no protocolo de atendimento dos pacientes 
submetidos ao tratamento com corticoide tópico. Para esse estudo, será necessária a coleta de raspado 
bucal que é realizada com uma escova estéril passada na mucosa bucal e na língua para análise 
laboratorial e investigação da presença de espécies de Candida. As coletas serão realizadas antes e após 

o tratamento com corticoide tópico.  
Este estudo não oferecerá riscos adicionais à saúde de seu filho (a), além de um possível leve 

desconforto durante o movimento da raspagem, que deverá ser minimizado pelo emprego da técnica 
adequada. O material utilizado será estéril e descartável, impedindo contaminações. Quanto aos 
benefícios, será possível esclarecer aspectos relacionados ao impacto da corticoterapia sobre a infecção 
por Candida spp., propiciando bases teóricas para adequação do atendimento odontológico a esses 
pacientes, propiciando melhor qualidade de vida para os mesmos. 

Durante qualquer etapa do projeto de pesquisa o participante tem o direito de desistir e não 
sofrerá nenhuma penalização nem serão interrompidos os procedimentos necessários para o término do 
seu tratamento. Não terá custos ou ressarcimentos para você. O voluntário receberá uma cópia deste 
termo onde consta o telefone/e-mail do pesquisador responsável, e demais membros da equipe, podendo 
tirar as suas dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento. Os dados 
coletados serão utilizados com finalidade de pesquisa e ensino, garantindo o seu anonimato. 

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO 

 Li e entendi as informações fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as 
minhas dúvidas foram respondidas a contento. Autorizo a realização das coletas de raspado bucal para 
este projeto de pesquisa. Permito também a utilização dos dados para divulgação e ensino, respeitando 
sempre meu direito de não ser identificado. 
 Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da 
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuação normal do tratamento. 
 
Local: ______________________________              Data: ___/___/________ 
 
________________________________                       _______________________________ 
           NOME DO PACIENTE                                                                      NOME DO RESPONSÁVEL 
                                                                                                                                              

________________________________                         _______________________________ 
  ASSINATURA DO PACIENTE                                                           ASSINATURA DO RESPONSÁVEL 

 
DOCUMENTO APRESENTADO: ____________________  N.º:_______________________ 
 

 Principal: Prof. Dr. Ricardo Santiago Gomez  
Lattes: http://lattes.cnpq.br/5760422122697584 / E-mail: rsgomez@ufmg.br / Tel.: 34092477 

 Co-orientador: Drª. Jeane de Fatima Correia Silva Alves 
Lattes: http://lattes.cnpq.br/9313735835963254 / E-mail: jeanecorreia@gmail.com /Tel.: 34092477 

 Thaís dos Santos Fontes Pereira                            
Lattes: http://lattes.cnpq.br/6707228592699947 /  E-mail: thaissfp@hotmail.com  / Tel.: 87897472 

 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG COEP (Av Presidente Antônio Carlos,6627 – Unidade 
administrativa II, 2º Andar, Sala 2005- Belo Horizonte – MG , CEP: 31270-901, telefone (31) 3409 4592 – 
coep@prpq.ufmg.br). 
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Termo de consentimento destinado a responsável por crianças com idade inferior a 6 anos de 
idade 

 
Universidade Federal de Minas Gerais - Faculdade de Odontologia 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

O seu filho (a) ____________________________________________ está sendo convidado(a) a 
participar do projeto de pesquisa“Estudo do impacto de corticoterapia sobre infecção bucal de Candida 
spp.” . A doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) é uma complicação freqüente após o transplante 
que pode causar danos graves à saúde do paciente e que se manifesta na boca em cerca de 80% dos 
casos. O líquen plano é uma doença dermatológica crônica, auto-imune e que afeta frequentemente a 
mucosa bucal. O tratamento indicado para as lesões na boca que ocorrem em pacientes com uma dessas 
doenças é o uso de um corticoide tópico. Este projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar a 
necessidade de introdução de medicação antifúngica no protocolo de atendimento dos pacientes 
submetidos ao tratamento com corticoide tópico. Para esse estudo, será necessária a coleta de raspado 
bucal que é realizada com uma escova estéril passada na mucosa bucal e na língua para análise 
laboratorial e investigação da presença de espécies de Candida. As coletas serão realizadas antes e após 
o tratamento com corticoide tópico.  

Este estudo não oferecerá riscos adicionais à saúde de seu filho (a), além de um possível leve 
desconforto durante o movimento da raspagem, que deverá ser minimizado pelo emprego da técnica 
adequada. O material utilizado será estéril e descartável, impedindo contaminações. Quanto aos 
benefícios, será possível esclarecer aspectos relacionados ao impacto da corticoterapia sobre a infecção 
por Candida spp., propiciando bases teóricas para adequação do atendimento odontológico a esses 
pacientes, propiciando melhor qualidade de vida para os mesmos. 

Durante qualquer etapa do projeto de pesquisa o participante tem o direito de desistir e não 
sofrerá nenhuma penalização nem serão interrompidos os procedimentos necessários para o término do 
seu tratamento. Não terá custos ou ressarcimentos para você. O voluntário receberá uma cópia deste 
termo onde consta o telefone/e-mail do pesquisador responsável, e demais membros da equipe, podendo 
tirar as suas dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento. Os dados 
coletados serão utilizados com finalidade de pesquisa e ensino, garantindo o seu anonimato. 

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO 

 Li e entendi as informações fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as 
minhas dúvidas foram respondidas a contento. Autorizo a realização das coletas de raspado bucal para 
este projeto de pesquisa. Permito também a utilização dos dados para divulgação e ensino, respeitando 
sempre meu direito de não ser identificado. 
 Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da 
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuação normal do tratamento. 
 
Local: ______________________________              Data: ___/___/________ 
 
________________________________                       _______________________________ 
           NOME DO PACIENTE                                                                      NOME DO RESPONSÁVEL 
                                                                                                                                              

________________________________                         _______________________________ 
  ASSINATURA DO PACIENTE                                                           ASSINATURA DO RESPONSÁVEL 

 
DOCUMENTO APRESENTADO: ____________________  N.º:_______________________ 
 

 Principal: Prof. Dr. Ricardo Santiago Gomez  
Lattes: http://lattes.cnpq.br/5760422122697584 / E-mail: rsgomez@ufmg.br / Tel.: 34092477 

 Co-orientador: Drª. Jeane de Fatima Correia Silva Alves 
Lattes: http://lattes.cnpq.br/9313735835963254 / E-mail: jeanecorreia@gmail.com /Tel.: 34092477 

 Thaís dos Santos Fontes Pereira                            
Lattes: http://lattes.cnpq.br/6707228592699947 /  E-mail: thaissfp@hotmail.com  / Tel.: 87897472 

 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG COEP (Av Presidente Antônio Carlos,6627 – Unidade 
administrativa II, 2º Andar, Sala 2005- Belo Horizonte – MG , CEP: 31270-901, telefone (31) 3409 4592 – 
coep@prpq.ufmg.br). 

 


