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RESUMO: A presença de diferentes espécies do gênero Candida foi observa- 
da na saliva e no fluido gengival de pacientes com periodontite crônica do 
adulto e em indivíduos com periodonto saudável. Foram também determi- 
nadas as quantidades de anticorpos anti-Candida na saliva, soro e fluido do 
sulco gengival dos mesmos pacientes, pela reação ELISA. C. albicans foi 
isolada da saliva em maior numero de pacientes com periodontite crônica 
do adulto em relação aos controles, com diferença estatisticamente signifi- 
cante. Os níveis de imunoglobulinas anti-Candida das classes IgG, IgM e 
IgA na saliva, IgG e IgA no soro e IgG e IgM no fluido do sulco gengival 
foram superiores nos pacientes com periodontite crônica do adulto em 
relação aos indivíduos com periodonto saudável, sugerindo que estes pa- 
cientes responderam de forma mais acentuada as leveduras do gênero 
Candida. 
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Introdução 

As leveduras do gênero Candida estão amplamente distribuídas na 
natureza, podendo algumas espécies viver como saprófitas ou parasi- 
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tas no homem e em animais. Das leveduras que podem ocorrer na 
cavidade bucal de indivíduos com saúde, a C. albicans é a mais 
encontrada, representando 60% a 70% dos  isolamento^.^^ 

Anticorpos anti-Candida estão presentes na saliva de pacientes 
saudáveis e com candid~se.~, 17, 20 Produção local de anticorpos na 
doença periodontal é confirmada pela presença de quantidades maio- 
res de anticorpos específicos para microrganismos bucais no fluido 
gengival, em relação ao plasma.12 21* 245 35 A classe predominante de 
anticorpo no fluido gengival parece ser IgG. mas IgM e IgA também 
podem ser  encontrada^.'^ Entretanto, são raras citações demonstrando 
anticorpos anti-Candida no sulco gengival de pacientes com doença 
periodontal crônica. Espécies de Candida têm sido isoladas na micro- 
biota subgengival ou nos tecidos gengivais de pacientes com abs- 
cesso periodontal,ll. 292 33 em periodontite avançada em pacientes com 
AIDS,23* 26 em pacientes com periodontite juvenil localizada13 e em 
pacientes com periodontite crônica tratados com antibióticos.'" C. 
albicans possui capacidade de invadir o epitélio sulcular e o tecido 
conjuntivo gengival,". l3 inibir funções dos polimorfonucleares,15 lisar 
monócitos1° e degradar gamagl~bulina.~~ Assim, o objetivo do presente 
trabalho foi verificar a presença de leveduras do gênero Candida e de 
anticorpos anti-Candida em indivíduos com periodonto saudável e 
pacientes com periodontite crônica do adulto. 

Material e método 

Trinta pacientes com periodontite crônica do adulto, com idades 
entre 25 e 50 anos (média 40,1 + 8,4) foram selecionados na Clínica de 
Periodontia da Faculdade de Odontologia, Campus de São José dos 
CamposIUNESP. Os pacientes apresentavam pelo menos três sítios 
com bolsa periodontal de profundidade entre 5 mm e 10 mm, evidência 
radiográfica de reabsorção óssea, e não haviam utilizado antibióticos 
pelo período mínimo de 6 meses. Foram selecionados dois sítios de 
bolsa periodontal na arcada superior e um na arcada inferior. 

O grupo controle constituiu-se de 25 alunos da Faculdade de 
OdontologiaIUNESP, que não apresentavam doença periodontal, com 
idades entre 18 e 23 anos (média 19,6 k 1,35). Apresentavam boa saúde 
geral e higiene bucal satisfatória. Não apresentavam lesões na mucosa, 
cárie clinicamente visível, história recente de candidose e não haviam 
utilizado antibióticos pelo período de 6 meses. O fluido gengival foi 
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coletado no sulco gengival vestibular da região de molares e pré- 
molares. Os sítios um e dois correspondem a arcada superior, enquanto 
o sítio três corresponde a arcada inferior. 

Coleta das amostras 

Fluido gengval: as amostras foram coletadas com cones de papel 
esterilizados (nQ50 Dentsply), cortados numa altura de 15 mm, de 
forma que cada cone absorvia aproximadamente 2 p L  do fluido gengi- 
val após prévia remoção da placa bacteriana supragengival. Os cones 
foram colocados no interior do sulco (bolsa) gengival e mantidos em 
posição por 2 minutos. Em cada paciente foi coletado material de três 
sítios, sendo coletados dez cones de cada. Cinco cones (aproximada- 
mente 10 pL de fluido) foram colocados em tubos com 1 mL de soro 
fisiológico (0,9%) esterilizado e usados para verificação de presença de 
Candida. Cinco cones foram colocados em tubos ependorf, congelados 
imediatamente (-20°C) e usados para verificar níveis de anticorpos. 

Saliva: as amostras foram coletadas em tubos de ensaio esteriliza- 
dos. A seguir, 1 mL da saliva foi diluído em soro fisiológico esterilizado 
até 10-2 e semeada em duplicata em meios de cultura. O restante foi 
centrifugado a 2.000 rpmIl0 minutos, e a seguir adicíonou-se EDTA 
(Ethylenodiaminetetraacetic acid - Sigma) 10 mM, PMSF (Phenylme- 
thilsulfonyl fluoride, Sigma) 5 mM e azida sódica 0,02% em cada 
amostra, as quais foram conservadas a - 20°C. 

Soro: após coleta de amostra de sangue sem anticoagulante, o soro 
foi separado e congelado a -20°C. 

Isolamento e identificação de Candida 

Cada amostra de material de sulco gengival foi semeada em ágar 
Sabouraud (Difco) com cloranfenicol(0,l mg de Quemicetina Succina- 
to1Ca1-10 Erba, por mL de meio), em duplicata. As placas foram incuba- 
das a 37OCI48 horas e naquelas em que cresceram colônias caracterís- 
ticas, as amostras foram isoladas em ágar Sabouraud. 

As amostras de saliva foram diluídas e semeadas em ágar Sabou- 
raud com cloranfenicol. Após incubação a 37OC148 horas, as unidades 
formadoras de colônias por mililitro (UFCImL) foram calculadas 
e obtidas culturas puras de cinco colônias por amostra. As culturas 
obtidas foram identificadas com base em S a n d ~ e n , ~  observando-se: 
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formação de tubo germinativo; produção de pseudohifas e clamidóspo- 
ros; fermentação de açúcares (Zimograma); e assimilação de açúcares 
(Auxonograma). 

Preparo do antígeno 

O antígeno foi preparado a partir de amostra de C. albicans (ATCC 
36801) semeada em caldo Sabouraud dextrose (Difco) e incubada a 
37" durante 72 horas sob agitação. A seguir, a cultura foi centrifugada 
a duas mil rotações por minuto (rpm), o sobrenadante desprezado e o 
sedimento suspenso em tampão PBS e centrifugado novamente. As 
células foram lavadas por mais duas vezes, seguindo-se o mesmo 
procedimento. A seguir o sedimento foi suspenso em tampão Tris 125 
mM, pH 6,9, uréia 6M, mercaptoetanol 20 mM e Tween 20 a 1%, 
fervido durante 5 minutos e incubado de um dia para o outro a 4°C. O 
material solúvel foi separado por centrifugação (1 5.000 rpmlminuto), 
dializado contra água bidestilada por 24 horas e a seguir liofilizado. 

Pesquisa de anticorpos anti-Candida albicans 

Foram pesquisados anticorpos IgA, IgG e IgM no soro, saliva e 
fluido do sulco gengiva1 de pacientes com doença periodontal e nos 
controles. A pesquisa de imunoglobulinas foi realizada pela técnica 
ELISA, utilizando-se 50 ,uL de antígeno de C. albicans para sensibilizar 
as placas. 

Análise estatística 

A análise estatística para comparação entre o grupo controle e o 
grupo com doença periodontal em relação a presença de Candida foi 
feita pelo teste exato de Fisher (p I 0,05). Para comparação entre 
médias das densidades ópticas obtidas para as imunoglobulinas, foi 
usado o teste t de Student (p 1 0,05). 

Resultados 

Leveduras foram isoladas da cavidade bucal de seis indivíduos 
(24%) do grupo controle (n = 25). Em cinco indivíduos o gênero Candida 
foi encontrado na saliva, como pode ser observado na Tabela 1. No 
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sulco gengival, observou-se C. aIbicans em dois pacientes e C. parap- 
silosis, C. guilliermondfi e C. krusei em um paciente, respectivamente. 

Tabela 1 - Indivíduos do grupo controle e pacientes com periodontite 
crônica do adulto que apresentaram Candida spp na saliva . 

e em três sítios de sulco/bolsa periodontal 

Sulco/bolsa periodontal 

Pac*Saliva Sítio 1 Sítio 2 Sítio 3 

Controles (n = 25) 
3 C. parapsilosis - - C. parapsilosis 
6 - C. guilliermondfi C. guilliermondii C. guilliermondii 
9 C. albicans - - - 

15 C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans 
23 C. albicans C. albicans C. albicans C. abicans 
25 C. krusei C. krusei - C. krusei 

Periodontite (n = 30) 
1 C. albicans 
3 C. albicans 
4 C. albicans 
6 C. albicans 
7 C. albicans 

14 C. albicans 
16 C. albicans 
17 C. albicans 
18 C. albicans 
19 C. aLbicans 
20 C. guilliermondii 
21 C. albicans 
23 C. albicans 

27 C. albicans 
28 C. glabrata 
30 - 

- C. albicans 
C. albicans C. albicans 

- C. albicans 
C. albicans C. albicans 

- 

C. albicans 

C. albicans - 

C. albicans 
- 

- - 

C. albicans - 

C. albicans 
- C. albicans 

- 

C. albicans 
C. albicans 
C. tropicalis 
- 

- 

C. tropicalis 
-- - -- 

* Citados apenas os pacientes que apresentaram leveduras 

Entre os pacientes com periodontite crônica do adulto, 15 apre- 
sentaram Candida spp na saliva, com C. albicans representando 86,6% 
das amostras isoladas. Das 90 bolsas gengivais examinadas, 15 

Rev. Odontol. UNESP, São Paulo, 26(1): 203-218, 1997 207 



(16,66%) apresentaram Candida. Dos 15 sítios com leveduras, foram 
isoladas 16 amostras, sendo 14 da espécie C. albicans (87,5% das 
amostras) e 2 da C. tropicalis (12,5%). 

As médias e os desvios-padrão das UFCs de leveduras por mL de 
saliva foi maior nos pacientes com periodontite crônica do adulto (353 
2 230 UFCIml) em relação aos controles (265 + 183 UFCIml), porém esta 
diferença não foi estatisticamente significante no teste t de Student. 

Na Tabela 2 estão expressos os percentuais de isolamento do 
gênero Candida na saliva e fluido gengival dos indivíduos controles e 
dos pacientes com periodontite. O isolamento de Candida foi maior e 
significativo na saliva de pacientes com periodontite em relação aos 
controles. 

Tabela 2 - Número de indivíduos que apresentaram leveduras do gê- 
nero Candida na saliva e sulco gengival e o respectivo 
percentual de isolamento. São também apresentados os 
valores de z e p obtidos pelo teste exato de Fisher, na 
comparação entre o grupo controle e o grupo com perio- 
dontite crônica do adulto 

Material Controle Periodontite z P 
(n = 25) (n = 30) 

Presença % Presença % 
Candida Candida 

Saliva 5 20 15 50 2,021 0,021* 
Fluido 5 20 12 40 1,305 0,096 
gengival 

* Diferença estatisticamente significante (p r 0.05). 

As médias das densidades ópticas (DO) encontradas na pesquisa 
de imunoglobulinas anti-Candida na saliva e no soro dos indivíduos 
controle e pacientes com periodontite encontram-se na Tabela 3. Os 
níveis de IgG, IgM e IgA na saliva foram maiores e estatisticamente 
significantes nos pacientes com periodontite em relação aos controles. 
No soro, IgG e IgA também apresentaram-se em valores mais elevados 
nos pacientes com periodontite; entretanto, a IgM anti-Candida apre- 
sentou-se em níveis maiores e significativos nos controles em relação 
aos pacientes com doença periodontal. 
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Tabela 3 - Médias e desvios-padrão das densidades ópticas (DO) para 
as imunoglubolinas IgG, IgM, IgA e IgE anti-Candida na 
saliva e no soro de indivíduos com sulco gengival saudável 
e pacientes com periodontite crônica do adulto, pela reação 
ELISA. São também apresentados os valores de t obtidos 
por meio do teste de Student, os graus de liberdade (g) e os 
valores de p 

Imuno- Controles Periodontite 
globuli- (n = 25) (n = 30) t g P 
nas DO DO 

Saliva 

IgG 21,88 + 22,46 489,06 *531,44 4,81 29 O,OO* 
IgM 38,60 I 29,78 171,70 t 137,20 5,17 32 0,00* 
IgA  109,OO + 60,09 294,43 I 209,68 4,62 34 O,OO* 

Soro 
IgG 460,68 I 256,67 909,56 + 353,61 5,23 53 0,00* 
I g M  602,20 I 230,04 462,10 + 182,50 2,46 53 0,00* 
I g A  116,16 + 87,38 302,56 + 251,53 3,79 37 0,00* 

* Diferença estatisticamente significante (p I 0,05) 

No sulco gengival, não foram observadas diferenças estatísticas 
nas DOS encontradas para as imunoglobulinas anti-Candida entre ,os 
três sítios pesquisados, tanto nos controles como nos pacientes com 
periodontite crônica do adulto (Tabela 4). 

Tabela 4 - Resultados individuais e médias e desvios-padrão das den- 
sidades ópticas para imunoglobulinas IgG, IgM e IgA anti- 
Candída encontradas em três sítios de sulco gengival de 
indivíduos com periodonto saudável e de pacientes com 
periodontite crônica do adulto. Não ocorreram diferenças 
estatísticamente significantes entre os sítios, em ambos os 
grupos 

Sítios IclG IclM IclA 

Controles (n = 25) 
Sítio 1 11,64 I 15.58 4,04 lr 6,28 6,92 + 6,38 
Sítio 2 20,24 I 22,28 4.48 t 4,48 8,84 I 8.09 
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continuação 

Sítios 

Sítio 3 10,20 i 11,78 2,80 I 2,76 10,76 + 10,76 
Média 13,90 I 12,43 3,75 i- 3,53 8,97 I 6,04 

Periodontite (n = 30) 
Sítio 1 121,20 + 140,28 17,83 i 19,81 13,96 + 13,91 
Sítio 2 151,33 i 190,19 8,06 i 8,08 14,lO + 11,74 
Sítio 3 140,33 + 101,26 13,66 + 11,86 14,80 r 14,79 
Média 138,73 i 128,14* 13,17 I 9,98* 14,26 + 11,03 

* Diferença estatisticamente significante (p < 0.05) em relação a média dos controles 

Na Tabela 5, estão expressas as medianas das DOS obtidas para a 
pesquisa de anticorpos anti-Candida na saliva, soro e fluido gengival. 
Apenas para IgM no soro, a mediana foi maior nos controles. Nas 
demais imunoglobulinas e materiais, as medianas foram maiores nos 
pacientes com periodontite em relação aos controles. 

Tabela 5 - Medianas dos níveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-Candda 
encontradas na saliva, soro e fluido gengival de indivíduos com 
periodonto saudável e pacientes com periodontite crônica do 
adulto. São também apresentados os percentuais de aumento das 
médias e desvios-padrão dos pacientes com periodontite crônica 
do adulto, considerando-se a média dos controles como 100% 

Imunoglobulinas Mediana Mediana % de aumento 
Controles Periodontite das Médias 
(n = 25) (n = 30) 

IclG 
Saliva 
Soro 
Fluido gengival 

IgM 
Saliva 
Soro 
Fluido gengival 

IgA 
Saliva 
Soro 
Fluido gengival 
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As densidades ópticas dos níveis de imunoglobulinas anti-Candida 
obtidos na saliva (Figura I), soro (Figura 2) e fluido gengiva1 (Figura 3) 
de pacientes com periodontite crônica do adulto foram representados 
graficamente para facilitar a visualização dos resultados. Nestas figu- 
ras, cada ponto representa a média da densidade óptica (DO) de duas 
leituras realizadas em espectrofotômetro obtidas pela reação ELISA, já 
descontados os valores do branco. A linha contínua representa a média 
dos controles e a linha pontilhada a média dos controles somada a dois 
desvios-padrão. 

FIGURA 1 - Níveis de imunoglobulinas anti-Candida das classes IgG, IgM e IgA, 
obtidas na saliva de pacientes com periodontite crônica do adulto (n = 30) por meio 
de reação ELISA. Cada ponto representa um paciente; a linha continua, a média dos 
controles; e a linha pontilhada, a média dos controles somada a dois desvios- 
padrão. As leituras foram feitas em 492 nm. 
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FIGURA 2 - Níveis de imunoglobulinas anti-Candida das classes IgG, IgM e IgA, 
obtidas no soro de pacientes com periodontite crônica do adulto (n = 30) pela reação 
ELISA. Cada ponto represenla um paciente; a linha contínua, a média dos contro- 
les; e a linha pontilhada, a média dos controles somada a dois desvios-padrão. As 
leituras foram feitas em 492 nm. 
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FIGURA 3 - Níveis de imunoglobulinas anti-Candjda das classes IgG, IgM e IgA, 
obtidas de fluido da bolsa periodontal de pacientes com periodontite crônica do 
adulto (n = 30) pela reação ELISA. Cada ponto representa um paciente; a linha 
contínua, a média dos controles; e a linha pontilhada, a média dos controles 
somada a dois desvios-padrão. As leituras foram feitas em 492 nm. 

Discussão 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram isolamento de 
Candida spp na saliva em maior número de pacientes com periodontite 
crônica do adulto (50%) em relação aos controles (20%), sendo esta 
diferença estatisticamente significante. O isolamento de leveduras do 
gênero Candida da bolsa periodontal também foi maior nos pacientes 
com periodontite (40%) em relação aos controles (20%), porém este 
resultado não demonstrou significância estatística. Arendorf & Walker 
salientam que o estado de portador de C. albicans não é influenciado 
pela doença periodontal; entretanto, outros estudos têm demonstrado 
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associação entre leveduras e patologia periodontal. C. albicans tem 
sido detectada em números elevados na microbiota subgengival de 
abscessos periodontais,lL 29 na periodontite avançada em pacientes 
com AIDSZ3 e em pacientes com periodontite juvenil localizada.13 

Com exceção dos cabelos, C. albicans e outras espécies patogêni- 
cas do gênero já foram descritas em infecções em todos os tecidos 
humanos.22 Odden et a1.26 demonstraram invasão por C. albicans no 
epitélio bucal de pacientes com AIDS, contribuindo para o desenvolvi- 
mento de gengivite e periodontite necrosante. Segundo os autores, a 
invasão do epitélio sulcular por Candida pode favorecer e intensificar 
a infecção por bactérias da placa dentária nos tecidos do periodonto. 

A C. albicans ocorre normalmente como comensal no hospedeiro 
humano, tendo capacidade de invadir os tecidos quando as defesas 
locais ou sistêmicas estão diminuídas. Portanto, a virulência da C. 
albicans é determinada mais pelo hospedeiro do que pelo fungo.27 
Múltiplos fatores predispõem as infecções por fungos na boca, sendo 
rara a ocorrência de infecção sem a presença de um ou mais destes 
fat0res.l. 5 n  20 A doença periodontal possivelmente possa atuar como 
fator predisponente a instalação de Candida e ao desenvolvimento da 
candidose bucal. 

A filamentação de Candida é aumentada i n  vitro em condições de 
anaerobiose e na presença de soro;g assim, sua presença no interior da 
bolsa periodontal, onde existem condições de anaerobiose e o fluido 
derivado do plasma, possivelmente estimule a produção de hifas. A 
filamentação com produção de tubos germinativos e hifas aumenta a 
aderência da C. albicans as células epiteliais bucais,l6, lgparece aumen- 
tar a capacidade invasiva as células do hospedeiro e permitir maior 
resistência a fagocito~e.~~ C. albicans possui outros fatores de patogeni- 
cidade que possibilitam o agravamento da doença periodontal, como a 
capacidade de invadir o epitélio do ~ u l c o , ~ ~ ~  l3 inibir funções dos 
polimorfonucleares, l5 lisar os monócitos, l0 favorecer a presença de 
endotoxinas e a produção de enzimas. 3,  30 

González et al. I3  demonstraram número aumentado de leveduras in- 
vadindo o tecido conjuntivo gengiva1 em periodontite juvenil localizada 
em pacientes tratados com antibióticos, por meio de microscopia ele- 
trônica de varredura. A tetraciclina, antibiótico utilizado para tratamen- 
to de sítios refratários de doença periodontal, é também a droga mais 
associada com infecções sistêmicas por Candida em seres humanos.25 
Dhale & Olsen encontraram C. albicans em abundância em pacientes 
com periodontite refratária tratados com tetraciclina. Helovuo et al.14 
demonstraram que 43% dos 24 pacientes que receberam tratamento sis- 
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têmico com penicilina apresentaram abscesso periodontal. Segundo os 
autores, a administração sistêmica de penicilina e eritromicina em pa- 
cientes com periodontite pode levar a superinfecção com microrganis- 
mos oportunistas como C. albicans e C. guilliermondii. 

A mera presença de C. albicans e outras espécies de Candida não 
indica infecção elou certeza de doença subseq~en te .~~  Assim, outro 
fator a ser considerado para implicar determinado microrganismo na 
etiologia das diversas formas de doença periodontal é a resposta imune 
do hospedeiro para os antígenos do referido microrganismo. Os dados 
deste trabalho mostraram que os níveis de IgG, IgM e IgA anti-Candida 
na saliva foram maiores e estatisticamente significantes nos pacientes 
com periodontite crônica do adulto em relação aos indivíduos com 
periodonto saudável. Títulos elevados de anticorpos anti-Candida são 
observados em pacientes com candidose bucal e estomatite por próte- 
se total na saliva e no 20n 34 Na saliva dos pacientes examinados 

. no presente trabalho, o aumento mais acentuado foi de IgG (22 vezes) 
seguido por IgM (4,4 vezes) e IgA (2,6 vezes). 

Anticorpos séricos anti-Candida estão presentes em muitos indiví- 
duos, o que provavelmente reflete o fato não apenas de Candida estar 
presente como comensal na boca e em outras superfícies mucosas de 
grande número de indivíduos, como também que antígenos de Candi- 
da são capazes de estimular resposta imune com produção de anticor- 
pos sé rico^.^, l7 Soro de pacientes dos quais C. albicans foi isolada do 
sangue, urina, vagina ou lesões em pele e mucosas demonstrou au- 
mento significativo na quantidade de anticorpos, especialmente da 
classe IgM.4 No soro, IgG e IgA anti-Candida apresentaram valores 
mais elevados nos resultados deste trabalho, em pacientes com perio- 
dontite crônica do adulto. No sulco gengival, IgG e IgM estavam 
também em quantidades elevadas nos pacientes com periodontite, em 
relação aos indivíduos com periodonto saudável. Estes resultados 
sugerem uma resposta imune humoral do organismo dos pacientes com 
periodontite crônica do adulto as leveduras do gênero Candida. 

Conclusão 

As leveduras do gênero Candida foram isoladas da saliva em maior 
número de pacientes com periodontite crônica do adulto (50%) em 
relação aos indivíduos com periodonto saudável (20%), com diferença 
estatisticamente significante. 

Os níveis de imunoglobulinas anti-Candida das classes IgG, IgM 
e IgA na saliva, IgG e IgA no soro e IgG e IgM no fluido do sulco gengival 
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foram estatisticamente superiores nos pacientes com periodontite crô- 
nica do adulto em relação aos controles, sugerindo que estes pacientes 
responderam de forma mais acentuada as leveduras do gênero Candida . 
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i ABSTRACT: The presence of Candida spp in saliva and gingival fluid as well 
as antibodies against Candida albicans in sera, saliva and gingival fluid 
were determinated in thirty patients with adult periodontitis who presen- 
ted three periodontal pochets 5-10 mm depth and radiographic evidence of 
bone reabsorption, and 25 subjects without periodontal disease. The data 
were analysed statisticaly using Fisher test (p I 0.05). Yeasts of the genus 
Candida mainly C. albicans were isolated from saliva in higher number from 
adult chronic periodontitis patients in relation to the control with statisti- 
cally significant difference. The antibodies levels against Candida (IgG, 
IgM, IgA in saliva, IgG, IgA in sera and IgG, IgM in gingival fluid), were 
statistically higher in adult chronic periodontitis patients in relation to 
periodontally healthy subjects, suggesting humoral immune response b y  
periodontitis patients to the yeasts of the genus Candida. 

H KEYWORDS: Candida; C. albicans; antibodies; periodonditis. 
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