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RESUMO  

CHARONE, Senda. Prevalência de Candida spp. isoladas de biofilme dental e 
sua associação com a doença cárie em crianças infectadas pelo vírus da 
imunodeficiência humana (HIV) Rio de Janeiro, 2009. Dissertação (Mestrado em 
Odontologia, área de concentração em Odontopediatria) – Faculdade de 
Odontologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009. 

O objetivo do estudo foi identificar Candida spp. oriundas do biofilme dental 
supragengival de 50 crianças infectadas pelo HIV e avaliar sua relação com índice 
de biofilme, presença da doença cárie, imunossupressão e uso de HAART. Também 
analisou in vitro o potencial de desmineralização por Candida spp. no esmalte 
decíduo. As crianças deveriam apresentar biofilme supragengival espesso nas 
superfícies dentais. Para a sua coleta, utilizou-se curetas dentinárias nº20 estéreis 
friccionada sobre a superfície dental vestibular (cervical). Realizou-se exame para 
verificação da presença de manifestações bucais associadas à infecção pelo HIV e 
determinação dos índices de cárie, presença de manchas brancas ativas (MBA) e 
lesões ativas cavitadas em esmalte (CAE). Cento e quarenta (140) blocos de 
esmalte decíduo foram fixados em placas de 24-poços contendo meio de cultura 
YCB agar + 1% de BSA. Um total de 10 placas contendo 14 blocos cada, com a 
superfície do esmalte voltada para cima e o restante imerso completamente no meio 
de cultura, foram divididas em 6 Grupos: G1: biofilme de C. albicans; G2: biofilme de 
C. albicans e C. tropicalis; G3: biofilme de C. albicans e C. parapsilosis; G4: biofilme 
de C. albicans, C. parapsilosis e C. glabrata; G5: biofilme de C. albicans (ATCC 
24433); G6: ausência de biofilme. Suspensões celulares 105 de leveduras/mL 
cultivadas no mesmo meio de cultura (caldo) foram inoculadas. De cada placa, dois 
(2) blocos foram retirados no 1º, 3º, 5º, 8º, 10º, 12º e 15º dia após formação de 
biofilme. Realizou-se microdureza transversal (MDT) do esmalte através de um 
indentador Knoop com carga de 50 gramas por 15 segundos, e as imagens foram 
observadas através de Microscopia de Luz Polarizada. Todas as crianças 
apresentaram crescimento positivo (n=50, 100%) para Candida spp. A C. albicans foi 
a espécie mais prevalente (n=50, 100%), seguida por C. parapsilosis. Observou-se 
que quanto maior a quantidade de biofilme sobre as superfícies dentais, maior a 
quantidade de Candida spp. (p=0,048). Não foram observadas diferenças no número 
de ufc/mL de Candida spp. e C. albicans nas crianças com ou sem cárie (p>0,05). O 
mesmo também não foi observado entre imunossupressão e uso de HAART com a 
presença da levedura no biofilme. Observou-se uma diminuição significante (p<0,05) 
dos valores de MDT do 1º ao 15º dia nas áreas de esmalte expostas ao biofilme, dos 
G1 ao G5; nas áreas de esmalte não-expostas, essa variação não foi significativa. 
Comparando os valores de MDT entre as áreas expostas e protegidas em cada um 
dos dias no G1, observou-se que à partir do 5º dia houve uma diferença significativa 
nos mesmos (p<0,05). As imagens de microscopia de luz polarizada dos fragmentos 
do G1 revelou lesões subsuperficiais indicando aumento da porosidade em relação a 
superficie aumentando no decorrer do experimento. Conclui-se que Candida spp. 
está presente no biofilme supragengival de crianças infectadas pelo HIV e estas 
espécies podem causar perda mineral do esmalte decíduo.  
 

Palavras-chave: Candida spp., cárie, biofilme dental, criança, infecção pelo HIV. 
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ABSTRACT  

CHARONE, Senda. Prevalência de Candida spp. isoladas de biofilme dental e 
sua associação com a doença cárie em crianças infectadas pelo vírus da 
imunodeficiência humana (HIV). Rio de Janeiro, 2009. Dissertação (Mestrado em 
Odontologia, área de concentração em Odontopediatria) – Faculdade de 
Odontologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009. 

The aim of this study was to identify the Candida spp. present in the supragingival 
dental biofilm of 50 children infected with HIV and to assess its relation with the index 
of biofilm, caries, imunossupression and the use of HAART. In vitro demineralization 
potential of Candida spp. in primary enamel was analyzed. All the children should 
present thick supragingival biofilm in the dental surfaces. For the biofilm collect, 
sterile dentinary curettes number 20 were rubbed into the vestibular dental surface. 
Exams were performed in order to determine caries levels, the presence of active 
white spots, active cavitated lesions in enamel and to verify the presence of oral 
manifestations associated to HIV infection. One hundred forty (140) dental fragments 
presenting primary enamel were fixed in 24-well plates filled with YCB agar medium 
supplemented with BSA (1%). The fragment, except the enamel surface, was 
immersed in the culture medium. 10 plaques, containing 14 fragments each, were 
divided into 6 groups. They are: G1 - C. albicans biofilm; G2 - C. albicans and C. 
tropicalis biofilm; G3 - C. albicans and C. parapsilosis biofilm; G4 - C. albicans, C. 
parapsilosis and C. glabrata biofilm; G5 - C. albicans biofilm (ATCC 24433); G6 - no 
biofilm (medium control). Cell suspensions in the concentration of 105 yeast/mL 
cultivated in the same culture medium were inoculated. Two fragments from each 
plate were removed on the 1st, 3rd, 5th, 8th, 10th, 12th and 15th day after the biofilm 
formation. Enamel Cross Sectional Microhardness (CSMH) was performed by using 
Knoop indenter with the charge of 50 grams during 15 seconds. The images were 
observed through Polarized Light Microscopy. All the children presented positive 
growth (n=50/100%) to Candida spp. C. albicans was the most prevalent specie 
(n=50/100%), followed by C. parapsilosis. As large the biofilm amount among the 
dental surfaces, the presence of Candida spp. (p=0.048) was higher. Differences in 
the concentration of cfu/mL of Candida spp. and C. albicans in caries free children 
and those who presented caries (p>0.05) were not found. The same was not 
observed in imunossupression and the use of HAART with the presence of yeast in 
the biofilm. A significant gradual decrease (p<0.05) of CSMH in the enamel areas 
exposured to the biofilm was observed from the 1st to the 15th day in G1 - G5. In the 
non-exposured enamel areas, this variation was not significant. By comparing CSMH 
values of the exposured and protected areas in G1 during all the days, a significant 
difference (p<0.05) was observed in the 5th day on. One could conclude that Candida 
spp. is present in the supragingival biofilm of HIV infected children and that these 
species may cause mineral loss in the primary enamel. 

Key words: Candida spp., caries, dental biofilm, child, HIV-infection. 
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1. INTRODUÇÃO  

As manifestações bucais tem sido relatadas como sendo os primeiros 

indicadores da infecção pelo HIV (SANTOS et al., 2001; NAIDOO & CHIKTE, 2004; 

COOGAN et al., 2005; HODGSON et al., 2006a), estando diretamente relacionadas 

com o grau de imunossupressão do paciente (CHIGURUPATI et al., 1996; COOGAN 

et al., 2005; CHALLACOMBE et al., 2006; HODGSON et al., 2006a; MIZIARA et al., 

2006). Além disto, também podem estar associadas ao uso de medicamentos e 

hábitos de higiene bucais (KERDPON et al., 2004). As lesões bucais encontradas 

com maior freqüência em pacientes pediátricos infectados pelo HIV são: candidíase 

bucal, estomatite herpética, eritema linear gengival, hipertrofia das parótidas e 

úlceras aftosas (CHIGURUPATI et al., 1996; CASTRO, 1998; RAMOS-GOMEZ et 

al., 1999; PORTELA et al., 2000; SANTOS et al., 2001; SOARES et al., 2004; 

FREZZINI et al., 2005). Lesões fortemente associadas à infecção pelo HIV como, 

por exemplo, Sarcoma de Kaposi, Linfoma não-Hodgkin e Leucoplasia Pilosa, são 

consideradas raras em crianças (RAMOS-GOMEZ et al., 1999; COOGAN et al., 

2005; FREZZINI et al., 2005; HODGSON et al., 2006a). De todas as lesões, a 

candidíase bucal é a lesão de maior prevalência em pacientes pediátricos infectados 

pelo HIV, possuindo alto valor preditivo para a evolução da mesma (CASTRO, 1998; 

PORTELA et al., 2000, RIBEIRO, 2000; JABRA-RIZK et al., 2000; PONGSIRIWET et 

al., 2004; FREZZINI et al., 2005; CHALLACOMBE et al., 2006; HODGSON et al., 

2006a; CERQUEIRA et al., 2007). Estudos demonstram que sua prevalência varia 

de 20 a 83,3% nestes pacientes (CHIGURUPATI et al., 1996; RAMOS-GOMEZ et 

al., 1999; SANTOS et al., 2001; NAIDOO & CHIKTE, 2004; FREZZINI et al., 2005). 
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A Candida albicans é o agente etiológico mais freqüentemente encontrado em 

lesões de candidíase bucal (NICOLATOU-GALITIS et al., 2004; PONGSIRIWET et 

al., 2004; PORTELA et al., 2004; RUIZ EXTREMERA et al., 2000; CERQUEIRA et 

al., 2007), ocorrendo como um microrganismo comensal na cavidade bucal dos 

indivíduos (GREENSPAN & GREENSPAN, 1993; SWEET, 1997; SÁNCHEZ et al., 

2001; NAGLIK et al., 2003; HOSSAIN et al., 2003; PONGSIRIWET et al., 2004; LIU 

et al., 2006). Entretanto, em pacientes imunocomprometidos, este microrganismo 

pode assumir características diferenciais de patogenicidade originando a candidiase 

bucal como infecção oportunista (STARR et al., 2002; NAGLIK et al., 2003; 

PONGSIRIWET et al., 2004). Evidencia-se também a presença de outras espécies 

de Candida com características patogênicas causadoras de infecções fúngicas como 

a C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. guillermondii, C. stellatoidea 

(SÁNCHEZ, et al., 2001; CHENG et al., 2005; RICHARDSON, 2005) e C. 

dubliniensis (SULLIVAN et al., 1995; SULLIVAN & COLEMAN, 1997; PORTELA et 

al., 2004; FREZZINI et al., 2005). 

A infecção pelo HIV tem sido apontada como um fator predisponente para a 

colonização por espécies de Candida na cavidade bucal. Estudos demonstraram 

maior prevalência destes microrganismos em crianças infectadas (CASTRO et al., 

2000; SANTOS et al., 2001) além de que, foi observada forte associação entre a 

prevalência de isolados de Candida spp. e o subseqüente declínio da taxa de CD4 

(HICKS et al., 1998; BOSCO et al., 2003). Pode-se concluir, portanto, que tais 

microrganismos estão mais freqüentemente colonizados na cavidade bucal de 

pacientes imunocomprometidos (JABRA-HIZK et al., 2000; BOSCO et al., 2003; 

COSTA et al., 2003). Estudos apontam que a terapia antiretroviral combinada com 

drogas inibidoras de proteases (Highly Active Antiretroviral Therapy/HAART) 
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utilizadas em pacientes infectados pelo HIV, apresenta um efeito indireto sobre as 

lesões bucais, principalmente a candidíase bucal, diminuindo a prevalência das 

mesmas (FREZZINI et al., 2005; HODGSON et al., 2006b; YANG et al., 2006). Além 

de induzir uma acelerada melhora das funções imunológicas do paciente com 

aumento dos níveis de linfócitos T CD4, tornando-os menos susceptíveis às 

infecções oportunistas (EYESON et al., 2002; SANTOS et al., 2001; NICOLATOU-

GALITIS et al., 2004; FREZZINI et al., 2005), estes inibidores de proteases podem 

atuar nas aspártico-proteases secretadas (Saps), uma classe de protease expressa 

por espécies de Candida, envolvidas no processo de adesão e penetração na célula 

do hospedeiro (ZEPPELIN et al., 1999; BARCHIESI et al., 2002; CASSONE et al., 

2002; HODGSON et al., 2006b). 

Além das manifestações em tecidos moles, crianças infectadas pelo HIV 

apresentam também maior prevalência da doença cárie quando comparadas às não-

infectadas (CASTRO et al., 2004; HODGSON et al., 2006b; CERQUEIRA et al., 

2007). Fato este possivelmente resultante de uma dieta hipercalórica, alto teor de 

sacarose presente nos medicamentos ingeridos (GREENSPAN & GREENSPAN, 

1994, POMARICO et al., 2008), imunossupressão devido a progressão da infecção 

pelo HIV e higiene bucal deficiente (ELDRIDGE & GALLAGHER, 2000; CASTRO et 

al., 2004; FREZZINI et al., 2005). 

A associação entre a presença de Candida spp. na cavidade bucal e a cárie 

dentária tem sido relatada na literatura por vários autores (SZIEGOLEIT et al., 1999; 

AKDENIZ, 2002; REGO et al., 2003). Alguns estudos mostram que a C. albicans foi 

mais prevalente em biofilme dental e saliva de crianças cárie-ativas do que em 

crianças livres de cárie (RADFORD et al., 2000; MOALIC et al., 2001) levando os 



 

 

4

autores a questionar sobre a possível participação desta levedura no 

desenvolvimento do processo carioso. Já NISHIMURA et al. (2002) relataram que a 

C. albicans possui propriedades colagenolíticas e a exposição de colágeno da 

dentina e da superfície radicular possibilita a aderência local deste microrganismo e 

sua persistência sobre a superfície dentária da hidroxiapatita dissolvida. 

CERQUEIRA et al. (2007) em um estudo comparativo entre crianças infectadas pelo 

HIV e crianças saudáveis também observaram uma maior prevalência de espécies 

de Candida nas crianças infectadas com a presença de lesões cariosas cavitadas 

em dentina. 

Além disso, a coagregação de leveduras e bactérias bucais também tem sido 

relatada. NIKAWA et al. (2001) avaliou a coagregação de C. albicans associada a 

bactérias bucais em meio de cultura suplementado com glicose. Segundo os 

autores, esta coagregação pode ser considerada como sendo um fator de extrema 

relevância na ecologia de biofilmes bucais, e a presença de açúcares alterando a 

coaderência da levedura pode contribuir para sua sobrevivência e manutenção 

sobre as diferentes superfícies da cavidade bucal. Além da coagregacao, estudos já 

identificaram e caracterizaram as moléculas responsáveis por esta interação 

(JENKINSON et al., 1990; HOLMES et al., 1995, 1996). Ainda, NIKAWA et al. 

(2003), observaram a coaderência de C. albicans associada aos estreptococos 

bucais, especialmente S. mutans e avaliaram também o potencial cariogênico da C. 

albicans. Após comparar a habilidade desta levedura em dissolver a hidroxiapatita, 

concluiu que embora os dois microrganismos tenham capacidade de dissolver 

hidroxiapatita, o S. mutans foi mais eficiente. Os autores também observaram alta 

afinidade da C. albicans para aderir à hidroxiapatita e sugeriram que o seu potencial 

cariogênico resida no seu mecanismo de aderência sobre a hidroxiapatita, 
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provavelmente proporcionado por interações eletrostáticas entre a levedura e a 

superfície sólida (NIKAWA et al., 1989; NIKAWA et al., 1992). 

Diante do exposto, devido à importância do controle da doença cárie em 

crianças infectadas pelo HIV e o possível envolvimento coadjuvante da Candida no 

processo carioso, o presente estudo propõe a análise da colonização de Candida 

spp. no biofilme supragengival de crianças infectadas pelo HIV, bem como a análise 

in vitro do potencial de desmineralização destas leveduras no esmalte dental.  



 

2. PROPOSIÇÃO  

2.1 OBJETIVO GERAL  

Determinar a relação entre espécies de Candida isoladas do biofilme dental 

supragengival de pacientes infantis infectados pelo HIV e a doença cárie. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.2.1 Isolar, identificar e quantificar espécies de Candida oriundas do biofilme dental 

supragengival de pacientes infantis infectados pelo HIV;  

 

2.2.2 Avaliar a relação de Candida spp. isoladas do biofilme dental supragengival de 

pacientes infantis infectados pelo HIV com o índice de biofilme, com a presença da 

doença cárie, imunossupressão e uso de HAART; 

 

2.2.3 Avaliar in vitro o potencial de desmineralização por Candida spp. isoladas de 

biofilme dental de crianças infectadas pelo HIV no esmalte de dentes decíduos e 

permanentes através de microdureza transversal e microscopia de luz polarizada. 

 



 

3. DELINEAMENTO DA PESQUISA 

O presente estudo se caracterizou como uma pesquisa de caráter descritivo e 

analítico sobre a prevalência de Candida spp. isoladas do biofilme dental 

supragengival de pacientes infantis infectados pelo HIV, considerando os aspectos 

quantitativos e qualitativos, bem como, as associações propostas pelo estudo. 

Esta pesquisa teve a aprovação pelo Comitê de Ética Local do Instituto de 

Puericultura e Pediatria Martagão Gesteira da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, na cidade do Rio de Janeiro, Brasil (IPPMG/UFRJ) (Anexo 1, pag. 80).  

O universo amostral foi compreendido pelos pacientes pediátricos com 

diagnóstico definitivo para infecção pelo HIV conforme critério adotado pelo Centers 

for Disease Control and Prevention (CDC, 1994), provenientes de uma coorte de 

crianças infectadas pelo HIV, que fazem parte do Serviço de AIDS Pediátrica do 

IPPMG/UFRJ e, acompanhados pelo Projeto SIDA/AIDS em Odontopediatria da 

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (FO/UFRJ). A 

seleção da amostra adotou procedimentos por conveniência no Serviço de AIDS 

Pediátrica do IPPMG, a partir do recrutamento de pacientes infantis no período de 

oito meses (agosto de 2007 à março de 2008). Após obtenção do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), devidamente assinado pelo responsável 

legal da criança e anuência da mesma (Anexo 2, pag. 81), a amostra final foi 

constituída por cinqüenta (50) crianças na faixa etária de 3 a 12 anos de idade. 

A partir dos resultados da presente pesquisa, foram elaborados dois artigos 

científicos descrevendo a metodologia empregada e os resultados obtidos. 
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O primeiro artigo objetivou analisar in vitro o potencial de desmineralização de 

isolados clínicos de C. albicans isolada da mucosa bucal (M) e de lesões cariosas 

cavitadas em dentina (CAD) de uma criança infectada pelo HIV sobre o esmalte de 

dentes permanentes. Para a realização deste estudo, foram selecionados um (1) 

isolado de C. albicans oriundo da M e um (1) isolado oriundo de CAD, que vem 

sendo estocadas e mantidas em tubos de rosca contendo 5 mL de meio agar 

Sabouraud dextrose estéril a 4ºC, no Laboratório de Biologia de Protistas do Instituto 

de Microbiologia Geral Professor Paulo Góes (Departamento de Microbiologia Geral) 

da UFRJ.  

A seleção e o preparo dos blocos dentais de esmalte foram realizados no 

Laboratório do Departamento de Odontopediatria da FO/UFRJ. Utilizaram-se dez 

(10) molares permanentes doados por pacientes da clinica de Cirurgia da FO/UFRJ. 

Todos estavam hígidos, sem quaisquer alterações visíveis ao microscópio óptico 

(40x, Astro Optics Division, Montpelier, USA) em sua face vestibular ou lingual. 

Posteriormente a seleção dos dentes, realizou-se o corte dos mesmos por meio de 

disco diamantado dupla-face em peça reta em baixa rotação, originando trinta e seis 

(36) blocos dentais de esmalte de tamanhos de 5 x 5 x 2 mm. Em seguida, os blocos 

de esmalte foram limpos com água e pedra pomes e todas as superfícies dos blocos 

foram protegidas com esmalte cosmético de cor vermelho (2 revestimentos, 24 horas 

de secagem), exceto para uma área circular de 6,06 mm2, confeccionada no centro 

da área exposta de cada bloco de esmalte. Para formação de biofilme de C. 

albicans, realizada no Laboratório de Biologia de Protistas do Instituto de 

Microbiologia Geral Professor Paulo Góes (Departamento de Microbiologia Geral) da 

UFRJ, os blocos de esmalte previamente preparados e autoclavados por 15 minutos 

à 121ºC (AMAECHI et al., 1998), foram fixados em placas Petri contendo meio de 
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cultura YCB agar (Yeast Carbon Base, Difco, Bacto), suplementado com 1% de BSA 

(Bovine Serum Albumin). Um total de três (3) placas contendo doze (12) blocos 

dentais cada, com a superfície do esmalte voltada para cima e o restante imerso 

completamente no meio de cultura (Figura 1 - Anexo 3, pag. 82), foram divididas em 

três grupos: Grupo 1 - biofilme formado por C. albicans isolada da M; Grupo 2 - 

biofilme formado por C. albicans isolada de CAD e Grupo 3 - ausência de biofilme 

(sistema controle do meio). Suspensões celulares padronizadas com 105 de 

leveduras/mL cultivadas em meio de cultura YCB caldo suplementado com 1% de 

BSA, sob agitação por 48 horas à 37ºC, foram inoculadas em cada placa, exceto 

para placa controle que continha os blocos dentais imersos apenas em 1 mL de 

meio de cultura YCB suplementado com 1% de BSA. A formação de biofilme 

realizada de acordo com a metodologia descrita por MACHADO (2007) modificada 

pelo uso de dentes humanos ocorreu após a incubação das placas à 37ºC. Três (3) 

blocos dentais foram removidos a partir do 3º, 5º, 8º e 10º dia de incubação e 

formação de biofilme. Posteriormente à formação de biofilme, todos os blocos de 

esmalte foram novamente autoclavados e limpos com uma escova macia e água 

corrente e, cortados na sua região equatorial (MORAES, 1998) para análise de 

Microdureza Knoop (50g, 15s) (CRAIG et al.,1958; FEATHERSTONE et al., 1983) 

realizada no laboratório de Ensaios Mecânicos do Instituto Militar de Engenharia do 

Rio de Janeiro (IME/RJ). 

O segundo artigo objetivou determinar a prevalência de espécies de Candida 

isoladas do biofilme dental supragengival de pacientes infantis infectados pelo HIV, 

relacionando-a com a presença da doença cárie, imunossupressão e uso de 

HAART. Em seguida avaliou-se in vitro o potencial de desmineralização por Candida 

spp. isoladas do biofilme dental sobre o esmalte de dentes decíduo. A amostra foi 
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constituída de cinqüenta (50) pacientes na faixa etária de 3 a 12 anos, com 

diagnóstico definitivo para infecção pelo HIV (CDC, 1994) e com a presença de 

biofilme supragengival espesso nas superfícies dentais de acordo com índice 

proposto por RIBEIRO et al.,(2002). 

Foram realizados exames extra e intraorais, por um único examinador 

previamente calibrado (S.C) (Kappa inter examinador= 0,74), para a verificação da 

presença de manifestações bucais e obtenção dos índices de biofilme (RIBEIRO et 

al.,2002), índices de cárie (OMS, 1987) e presença de mancha branca ativa (MBA) e 

lesões cavitadas em esmalte (CAE) de acordo com critérios estabelecidos por 

BJORNDAL et al. (1997) e CARVALHO et al. (1992). A história médica (classificação 

clínica e imunológica da doença, diagnóstico de AIDS, tipo de transmissão, uso de 

medicamentos antiretrovirais) e os exames laboratoriais (CD4%, CD8%, relação 

CD4/CD8, carga viral) mais recentes, colhidos até três meses antes ou após o 

exame bucal, foram obtidos através dos prontuários médicos dos respectivos 

pacientes (Anexo 4, pag. 83). 

Para a coleta dos espécimes clínicos (biofilme supragengival espesso), 

também por um único examinador, utilizou-se curetas dentinárias nº20 (Duflex®) 

estéreis, sobre a superfície dentária vestibular (região cervical), até que a mesma 

permanecesse completamente preenchida. Em seguida, este material coletado foi 

transferido para tubos eppendorffs estéreis, contendo 1 mL de NaCl (0,85%) 

mantidos sob refrigeração e transportados para o Laboratório de Biologia de 

Protistas do Instituto de Microbiologia Geral Professor Paulo Góes (Departamento de 

Microbiologia Geral) da UFRJ, para subseqüentes análises. A identificação e 

quantificação presuntiva das espécies de Candida foi realizada por meio da 

coloração das colônias reveladas no meio de cultura CHROMagar Candida®, de 
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acordo com as instruções do fabricante e as de ODDS & BERNAERTS (1994). Os 

tubos eppendorffs contendo os espécimes clínicos foram homogeneizados (vórtex) 

por 30 segundos e em seguida as suspensões foram diluídas na proporção de 1:1 

em NaCl (0,85%) estéril. A partir desta diluição, 100 µL de cada suspensão foram 

semeados em placas Petri contendo meio de cultura CHROMagar Candida® (Anexo 

5, pag. 87). As placas permaneceram incubadas por 48 e 72 horas em estufa à 

37°C. Para identificação definitiva das espécies de Candida, utilizou-se testes 

bioquímicos de fermentação e assimilação de açúcares através do sistema API 20C 

(Biomerieux, Marcy L’Etoile, France) e as reações lidas após 48 e 72 horas à 37°C 

(Anexo 6, pag. 88). 

Para a análise in vitro do potencial de desmineralização por Candida spp. 

isoladas do biofilme dental sobre o esmalte de dentes decíduo, foram utilizados 

neste estudo sessenta (60) molares decíduos exfoliados, hígidos, sem quaisquer 

alterações visíveis ao microscópio óptico (40x, Astro Optics Division, Montpelier, 

USA) em sua face vestibular ou lingual, doados por pacientes infantis pertencentes a 

Clinica de Odontopediatria da FO/UFRJ (Anexo 7, pag. 89). Realizou-se o preparo e 

corte dos mesmos, similar ao descrito na metodologia do primeiro artigo, originando 

um total de cento e quarenta (140) blocos de esmalte decíduo (5 x 5 x 2 mm), 

obtidos do terço médio da superficie vestibular ou lingual. Em seguida, os blocos de 

esmalte foram limpos com água e pedra pomes e, todas as superfícies dos blocos 

foram protegidas com esmalte cosmético de cor vermelho (2 revestimentos, 24 horas 

de secagem) exceto para uma área circular de 6,06 mm2, confeccionada no centro 

da área exposta de cada bloco de esmalte. Para formação de biofilme, foram 

selecionados aleatoriamente cinco (5) isolados de C. albicans oriundas do biofilme 

dental de cinco (5) pacientes diferentes e isolados de C. albicans e não-albicans de 
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pacientes que apresentaram simultaneamente os seguintes isolados: um (1) com C. 

albicans e C. parapsilosis simultaneamente; um (1) com C. albicans e C. tropicalis; 

um (1) com C. albicans, C. parapsilosis e C. glabrata e, um (1) isolado referência 

composto por cepas derivadas do American Type Culture Colection (ATCC) 

representada por C. albicans (ATCC 24433). Os blocos dentais de esmalte decíduos 

foram autoclavados por 15 minutos a 121ºC (AMAECHI et al., 1998) e fixados em 

placas de 24-poços contendo meio de cultura YCB agar (Yeast Carbon Base, Difco, 

Bacto), suplementado com 1% de BSA (Bovine Serum Albumin). Um total de 10 

placas de 24-poços continha quatorze (14) blocos dentais, com a superfície de 

esmalte voltada para cima e o restante imerso completamente no meio de cultura. 

Suspensões celulares padronizadas com 105 de leveduras/mL cultivadas em meio de 

cultura YCB caldo suplementado com 1% de BSA sob agitação por 48 horas à 37ºC, 

foram inoculadas em cada poço da placa, exceto para placa controle que continha 

os blocos dentais imersos apenas em 1 mL de meio de cultura YCB + 1% de BSA. A 

formação de biofilme realizada de acordo com a metodologia descrita por 

MACHADO (2007) modificada ocorreu após a incubação das placas à 37ºC. De 

cada placa, dois (2) blocos dentais foram retirados no 1º, 3º, 5º, 8º, 10º, 12º e 15º dia 

após formação de biofilme. Ao longo do experimento foi realizada a verificação da 

viabilidade celular das leveduras em suspensão através do teste de exclusão do 

corante azul de Trypan (PATTERSON, 1979) e a determinação da concentração de 

íons cálcio (Ca+2) liberados pelos blocos de esmalte decíduo para a suspensão 

(meio de cultura), através de um Espectrofotômetro de Absorção Atômica 

(CONTRAA 300, ANALYTIK JENA; ar-chama/óxido nitroso) no Laboratório de 

Química Analítica - Pontifícia Universidade Católica do Rio de Janeiro (PUC/RJ). A 

metodologia empregada foi de acordo com TEN CATE et al. (2008) modificada. 
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Após o experimento, todos os blocos de esmalte decíduos foram 

autoclavados e limpos com uma escova macia e água corrente, e longitudinalmente 

seccionados na sua região equatorial utilizando-se um disco diamantado dupla-face, 

acoplado a uma cortadeira elétrica (BUEHLER, ISOMET) para o ensaio de 

Microdureza Knoop (50g, 15s) (CRAIG et al.,1958; FEATHERSTONE et al., 1983) 

realizada no Laboratório de Ensaios Mecânicos do Instituto Militar de Engenharia 

(IME/RJ). Após análise da microdureza do esmalte, as amostras foram observadas 

por Microscopia de Luz Polarizada sob um aumento de 100x (CARLSTRÖM, 1964) 

realizada na Escola Politécnica de Engenharia Metalúrgica e de Materiais 

(COPPE/UFRJ). 

Mais detalhes sobre a metodologia empregada e os resultados obtidos 

encontram-se nos referidos artigos desta dissertação (artigo 1 – pag. 15; artigo 2 – 

pag. 29). 
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4. ARTIGOS REALIZADOS  

Artigo 1 - “In vitro enamel demineralization by Candida albicans isolated from 

different oral cavity sites of a HIV-infected child”. 

Artigo 2 – “Candida spp. isoladas do biofilme supragengival de crianças 

infectadas pelo HIV, sua associação com a doença cárie e seu potencial (In 

vitro) de desmineralização”. 
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4.1  Artigo 1 

In vitro enamel demineralization by Candida albicans isolated from 

different oral cavity sites of a HIV-infected child 

Senda Charone1 
Rosangela Maria de Araújo Soares2 
Madeleine Souza das Chagas1 
Maristela Barbosa Portela1 
Ivete Pomarico Ribeiro de Souza1  
Gloria Fernanda Barbosa de Araújo Castro1 

 

1Department of Pediatric Dentistry and Orthodontics, School of Dentistry, Federal 
University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil 

2Department of Microbiology; Institute of Microbiology Professor Paulo de Góes, 
Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil 

 

ABSTRACT 
The in vitro potential of C. albicans to demineralize enamel was analyzed. Two 

isolates of C. albicans were selected, from the oral mucosa (M) and from a dentin 

carious lesion (D), both from the same HIV-infected pediatric patient. Thirty-six 

permanent enamel blocks were fixed in Petri plates with agar medium with the 

exposed enamel surface facing upwards. Three groups were formed as follow: G1 - 

exposed to biofilm formed by C. albicans from the M; G2 – exposed to biofilm formed 

by C. albicans from the D; and G3 with no biofilm formation. Blocks from each group 

were removed on the 3rd, 5th, 8th and 10th day after biofilm formation. The surface 

cross-sectional microhardness (CSMH) of all blocks, in the enamel areas exposed 

and non-exposed to biofilm were measured with a Knoop diamond indenter. The 

CSMH decreased in G1 and G2. In G1, significant decrease in CSMH of the exposed 

enamel occurred only after the 5th day of biofilm formation in comparison to the non-

exposed enamel). In G2, this difference occurred on the 3rd day. The mean 

perceptual reduction in microhardness was lower for the control medium system (G3) 

and was similar for G1 and G2. We suggest that C. albicans are able to demineralize 

enamel surfaces in permanent teeth.  

 

Key words: Candida albicans, demineralization, dental enamel, HIV infection, 

children 
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INTRODUCTION 

Yeasts are opportunistic pathogens that can cause infections under 

environmentally favorable conditions such as immune suppression seen with HIV-

infected patients1-3 and Candida albicans is the most common opportunistic pathogen 

found in the oral cavity of HIV-infected children.1-8 Several factors are involved in the 

virulence of this yeast such as adherence, dimorphism, phenotypic switching, 

synergism with bacteria, antigenic variation, immune modulation of the host defense 

mechanism,9 -12 adhesins and secretion of proteases.13, 14, 15, 16 

Some authors have reported that C. albicans can co-aggregate with bacteria 

existing in the oral cavity, which favors their adhesion to oral mucosa and tooth 

structures.17,18,19 Nikawa et al.20 analyzed the coadherence of C. albicans with oral 

bacteria and observed its predominant presence during co-adhesion with S. mutans 

in a medium supplemented with sucrose. The authors considered that this co-

aggregation could play an important role in the ecology of oral biofilms. In another 

study, Cannon et al.9 reported that C. albicans adhered to saliva-coated 

hydroxylapatite (HAP) with a relatively high affinity. However, little attention has been 

given to the adherence or colonization of C. albicans on enamel surfaces.5 

HIV-infected children have a greater prevalence of caries compared to non-

infected children21,22 and the presence of cavitated carious lesions can function as a 

retentive site for Candida.22 The presence of C. albicans in carious lesions has been 

reported in the literature.2 Further, Jacob et al.23, demonstrated that the presence of 

this yeast in dentinal tubules of HIV-infected patients was higher than in non-infected 

patients. Some in vitro studies have also pointed out the high acidogenic potential of 
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C. albicans and have suggested that this acidogenic potential is associated with 

demineralization of tooth surfaces.12, 24, 25, 26, 27 

Due to the importance of caries control in HIV infected children, knowledge of 

different mechanisms that enhance caries development in this population is urgently 

indeed. So the purpose of the present study was to analyze, in vitro, the potential of 

Candida albicans, isolated from different oral cavity sites of a HIV-infected child, to 

demineralize permanent enamel. 

MATERIALS and METHODS 

Selection of isolates of Candida albicans 

Two isolates of Candida albicans stored at the Microbiology Institute of the 

Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ).were selected. One was from the oral 

mucosa (M) and one from a dentin carious lesion (DCL), both from the same HIV - 

infected pediatric patient.  

In brief, the collection of these isolates was made as follow: the clinical 

specimens collected from the oral mucosa and dentin carious lesion were carried out 

by a trained professional using a sterile swab and a n°5 sterile dentinal curette 

(Duflex®), respectively and then deposited in 1 mL of saline solution (0.85% NaCl). In 

order to identify the specimen, 100 µL of each solution was seeded in plates with a 

chromogenic agar (CHROMagar Candida®) incubated at 37oC for 48-72 hours, which 

allows a presumptive identification of Candida spp. through the color of each colony 

formed.28 Colonies with different colors were definitively identified by using 

biochemical tests for sugar assimilation and fermentation according to the API 20C 

system (Biomerieux, Marcy L’Etoile, France). Isolates were then stored in refrigerated 
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Sabouraud´s dextrose. This study was approved by the Ethic Committee and 

informed consent was obtained from the legal guardians of the child. 

Biofilm formation by C. albicans 

A total of 10 healthy permanent molars, donated from patients from The 

Surgery Clinic of a Public School of Dentistry, Rio de Janeiro, Brazil, were selected. 

A careful, reflected-light microscopic examination was performed to exclude any 

teeth that were not intact or did not have a homogeneous enamel surface The 

crowns were separated from the roots and then cut into 5 x 5 x 2 mm blocks with a 

Carborundum disc, making a total of 36 enamel blocks. The surface of enamel was 

cleaned using pumice, but it was not polished or flattened.29 Red nail varnish (two 

coats, 24hs drying) was then applied on the enamel specimens, except for a small 

window (6.06 mm2) which would be exposed to Candida albicans biofilm.  

The enamel blocks, previously prepared and sterilized (autoclaved at 121ºC 

for 15 min)30, were then fixed in Petri plates with yeast carbon base (YCB) agar 

medium (Difco Detroit, MI, USA) supplemented with 1% of bovine serum albumin 

(BSA) (Difco). The enamel surface was face up and the other surfaces were set in 

the agar medium. Cellular suspensions with 105 yeast/mL were inoculated into the 

Petri plates and biofilm formed over the specimens after incubation at 37ºC, without 

shaking.31 The enamel blocks were divided in three groups: group 1 with biofilm 

formation by C. albicans isolated from the oral mucosa; group 2 with biofilm formation 

by C. albicans isolated from the dentin carious lesion; and group 3 with no biofilm 

formation (medium control). Three enamel blocks of each group were removed on 

the 3rd, 5th, 8th and 10th days after biofilm formation. After removal, they were cleaned 
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with a soft toothbrush and water and then sterilized (autoclaved at 121ºC for 15 

min)30 and stored in a closed environment with 100% humidify for posterior analysis.  

Cross-sectional Microhardness (CSMH) analysis 

The enamel blocks were longitudinally sectioned, embedded in acrylic resin 

and the cut enamel surfaces were exposed and polished. The CSMH were measured 

with a Knoop diamond indenter under a 50-gram load for 15s.32,33 Five equidistant 

indentations (30, 60, 90, 120, 150 µm) from the outer enamel surface were made on 

the enamel exposed to biofilm formation and five others on the non-exposed enamel 

(tooth control). The average of 5 indentations was used for CSMH determination.  

Statistical Analyses 

Data was submitted to a descriptive analysis for comparisons of the CSMH 

between the three groups and to statistical analysis by ANOVA (5%) for comparisons 

between the different days and Mann-Whitney (5%) for comparisons between the 

enamel exposed to biofilm with the non-exposed.  

RESULTS 

The data from enamel microhardness exposed to biofilm formation by C. 

albicans in permanent blocks are shown in Table 1. A significant decrease of 

microhardness against time was observed. In group 1 and 2 the microhardness on 

the 10th day was significant lower in the two groups when compared to the first 

measurements on the third day.  

Comparing the three groups, in group 1 (Candida isolated from M) there was a 

significant decrease in microhardness of the exposed enamel only after the 5th day of 

biofilm formation in comparison to the non-exposed enamel (tooth control). In group 2 
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where the enamel blocks were exposed to Candida isolated from DCL, this difference 

occurred on the third day. In group 3, no significant values were found (p>0.05).  

Also, the mean perceptual reduction in microhardness was calculated. The 

perceptual reduction in microhardness during the experiment was lower for the 

control medium system (5.3%) and was similar for the groups with biofilm formation 

by C. albicans from M (43.90%) and DCL (53.19%) (Graph 1).  

DISCUSSION 

Dental caries continue to present a high prevalence in HIV-infected children, 

despite an emphasis on prevention for this population.21,22 The association between 

oral carriage of Candida and dental caries in these children has been demonstrated 

in recent studies. Cerqueira et al.22 observed a significant correlation between the 

number of carious teeth and Candida CFU values in 62 HIV infected children. This 

indicates, according to the authors, that caries lesions could be considered a risk for 

Candida colonization and oral candidiasis development. 

Although little information in the literature is available concerning the process 

of enamel demineralization by Candida albicans, in vitro studies have suggested that 

this yeast has a high acidogenic potential24,25,26,27 and capacity for dissolution of 

hydroxylapatite (HAP).9,12 So our study represents one of the relatively few studies 

analyzing in vitro the demineralization potential of this yeast.  

Nikawa et al.12 observed that C. albicans are able to dissolve hydroxylapatite 

(HAP) and compared it to S. mutans. In our present study, results show decreases in 

microhardness of enamel in permanent teeth (Table 1) after exposition of C. albicans 

biofilm. Collectively, these findings indicate that yeast may cause demineralization 
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and it could be a co-helper in cariogenic development. The studies showing that the 

adherence of C. albicans was particularly high to HAP12 were consistent with the 

observations of Sen et al.5, who demonstrated that C. albicans easily colonized 

enamel, dentine and cement surfaces. Therefore, to clarify which mechanisms are 

involved in this adherence becomes very important, although the interaction yeast-

HAP is expected to be complex.12 According to Nikawa et al.34, proteic components 

of the yeast cell wall interact electrostatically with phosphate and calcium ions for 

effective adherence with HAP which contribute to the C. albicans adherence to solid 

surfaces.9 

Our results concerning demineralization showed statistically differences 

(p<0.05) in the mineral loss process of the enamel surface in relation to time. By the 

3rd day, demineralization of exposed enamel was already significant, compared to 

non-exposed enamel when isolates from dentine were used. When the isolate was 

from oral mucosa, significant demineralization was observed only after the 5th day. 

This might suggest that the isolate virulence depends on the environmental 

conditions such as local acidic conditions, physical protection and interaction with 

other microorganisms.35,36 Corroborating, Tavanti et al. 41, observed differences in 

the proteases expression pattern in oral isolates from the same specie but with 

different karyotypes. Also, Jin et al.36 related a phenotypes variance in C. albicans 

biofilm when compared with planktonic yeasts. These phenotypes demonstrated 

differing profiles for carbohydrate assimilation, adhesion, biofilm formation, 

filamentation and growth rate, which might affect multiple biological attributes. We 

can speculate that these findings could explain our results, since the isolates were 

from the same patient although from different sites. 
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In addition, Candida may show interaction with other 

microorganisms.37,38,19,39,20 Particularly, co-aggregation reactions with bacteria can 

play a large role in the colonization of oral mucosa and hard tissues.18,19 Some 

studies had already identified the cells that were involved in this co-

aggregation.38,40,18 Once yeast cells become attached to bacteria and/or oral 

surfaces, their growth may be enhanced by the metabolic products of oral bacteria. 

Bacterial bridging may be important in the colonization of C. albicans, as it persists 

even in a normal oral flora. 

Finally, we suggested that the control of these fungi in the oral cavity of HIV 

infected children may be very important for prevent nor only the oral candidiasis, but 

also the caries disease. 

In conclusion, according to our results C. albicans might cause in vitro 

demineralization of permanent enamel surfaces, with differences in relation to the 

time and site of oral isolate collection. These results also suggest that this yeast 

could present some cariogenic potential. 
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Table 1: Cross-sectional Microhardness (CSMH) values in permanent teeth enamel 
 
 

Group Day Mean 
CSMH in 
enamel 
surface 
exposed 
to biofilm  

Standard 
deviation 
(± SD) 

 

Mean 
CSMH in enamel 
surface non-
exposed 
to biofilm  

(Tooth control) 

Standard 
deviation 
(± SD) 

P-values 
Mann-
Whitney 

 

 
1 

(n=12) 
 

3rd 
5th 
8th 
10th 

249.48a 

170.30a  
137.60a  
103.20a  

± 5.70 
± 2.03 
±19.57 
± 0.75 

324.26 
294.08 
271.14 
265.80 

±33.63 
±21.52 
±7.01 
±10.26 

N/S 
<0.05 
<0.05 
<0.05 

 
2 

(n=12) 
 

3rd 
5th 
8th 
10th 

246.45b 

112.03b 
100.22b 
94.68b 

±1.65 
±1.85 
±0.22 
±2.60 

311.46 
285.72 
268.79 
238.84 

±18.75 
±2.88 
±2.30 
±36.76 

<0.05 
<0.05 
<0.05 
<0.05 

3 
(medium 
control) 
(n=12) 

3rd 
5th 
8th 
10th 

255.91 
270.65 
259.96 
277.90 

±11.52 
±0.04 
±22.14 
±13.83 

300.52 
277.62 
263.34 
287.28 

±5.03 
±12.30 
±4.63 
±8.88 

NS 
NS 
NS 
NS 

 
Note 1: Group 1: Biofilm formation by C. albicans from oral mucosa; Group 2: Biofilm formation by 
C. albicans from dentinal carious lesions; Group 3: no biofilm (medium control). 
Note 2: a, b: statistical significance (ANOVA, p<0.05) 
Note 3: N/S: no statically significance (Mann-Whitney,p>0,05) 
 

 

Graph 1: Perceptual microhardness reduction (non-cumulative) in permanent blocks 
on the different groups. 
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RESUMO 

O objetivo foi identificar a presença de Candida spp. no biofilme dental 
supragengival de 50 crianças infectadas pelo HIV e sua relação com a presença da 
doença cárie, imunossupressão e uso de HAART. Também analisou in vitro o 
potencial de desmineralização por Candida spp. no esmalte decíduo. Para a coleta 
do biofilme, utilizou-se curetas dentinárias nº20 estéreis friccionada sobre a 
superfície dentária vestibular. Realizou-se exame para determinação dos índices de 
cárie, presença de manchas brancas ativas (MBA) e lesões ativas cavitadas em 
esmalte (CAE). Cento e quarenta (140) blocos de esmalte decíduo foram fixados em 
placas de 24-poços contendo meio de cultura YCB agar suplementado com 1% de 
BSA totalizando 10 placas. Cada placa continha 14 blocos, com a superfície do 
esmalte voltada para cima e o restante imerso completamente no meio de cultura. 
Formaram-se 6 Grupos: G1: esmalte exposto a biofilme de C. albicans (5 placas); 
G2: exposto a biofilme de C. albicans e C. tropicalis (1 placa); G3: exposto a biofilme 
de C. albicans e C. parapsilosis (1 placa); G4: exposto a biofilme de C. albicans, C. 
parapsilosis e C. glabrata (1 placa); G5: exposto a biofilme de C. albicans (ATCC 
24433) (1 placa); G6: ausência de biofilme (controle do meio) (1 placa). Suspensões 
celulares 105 de leveduras/mL cultivadas no mesmo meio de cultura (caldo) foram 
inoculadas. De cada placa, dois (2) blocos foram retirados no 1º, 3º, 5º, 8º, 10º, 12º e 
15º dia após formação de biofilme. Realizou-se microdureza transversal (MDT) do 
esmalte de todos os grupos através de um indentador Knoop com carga de 50 
gramas por 15 segundos. Imagens de G1 e G6 foram observadas através de 
Microscopia de Luz Polarizada. Todas as crianças apresentaram crescimento 
positivo (n=50, 100%) para Candida spp. e a C. albicans foi a espécie mais 
prevalente (n=50, 100%). Observou-se que quanto maior a quantidade de biofilme 
sobre as superfícies dentais, maior a quantidade de Candida spp. (p=0,048). Não 
foram observadas diferenças no número de ufc/mL de Candida spp. e C. albicans 
nas crianças com ou sem cárie (p>0,05). Não foi observado relação entre 
imunossupressão e uso de HAART com a presença da levedura no biofilme. Uma 
diminuição gradativa significante (p<0,05) foi observada nos valores de MDT do 1º 
ao 15º dia nas áreas de esmalte expostas ao biofilme, nos G1 ao G5; comparando-
se as áreas expostas e protegidas em cada um dos dias no G1, à partir do 5º dia 
houve uma diferença significativa na MDT dos mesmos (p<0,05). As imagens de 
microscopia de luz polarizada dos fragmentos do G1 revelou lesões subsuperficiais 
indicando aumento da porosidade em relação a superficie aumentando no decorrer 
do experimento. Conclui-se que Candida spp. está presente no biofilme 
supragengival de crianças infectadas pelo HIV e estas espécies podem causar perda 
mineral do esmalte decíduo.  
 
 

Palavras-chave: Candida spp., cárie, desmineralização, biofilme dental, criança, 
infecção pelo HIV. 
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INTRODUÇÃO 

As crianças infectadas pelo HIV parecem apresentar uma maior prevalência 

da doença cárie quando comparadas às não-infectadas (SOUZA et al., 1996a; 

CASTRO et al., 2004; HODGSON et al., 2006b; CERQUEIRA et al., 2007). As 

hipóteses mais prováveis para este achado, segundo a literatura, são: ingestão de 

uma dieta hipercalórica, alto teor de sacarose presente nos medicamentos ingeridos 

(GREENSPAN & GREENSPAN, 1994; POMARICO et al., 2008), imunossupressão 

com queda de IgA secretória devido a progressão da infecção pelo HIV (CASTRO et 

al., 2004), higiene bucal deficiente (ELDRIDGE & GALLAGHER, 2000; FREZZINI et 

al., 2005) e outros. Ainda, estudo realizado por RIBEIRO et al., (2002), destacou que 

a qualidade e quantidade de biofilme dental também representam um fator 

importante na atividade cariogênica dessas crianças, pois de acordo com seus 

resultados, quanto mais espesso e maduro o biofilme sobre as superfícies dentais, 

maior o número de lesões cariosas ativas. 

A prevalência de Candida spp. na cavidade bucal de crianças infectadas pelo 

HIV, também é bem elevada (HICKS et al., 1998; CASTRO et al., 2000; SANTOS et 

al., 2001; BOSCO et al., 2003). De todas as espécies, a Candida albicans é o agente 

etiológico mais freqüentemente encontrado em lesões de candidíase bucal 

(NICOLATOU-GALITIS et al., 2004; PONGSIRIWET et al., 2004; PORTELA et al., 

2004; RUIZ et al., 2006; CERQUEIRA et al., 2007), principal lesão associada à 

infecção pelo HIV em crianças. Entretanto, estudos evidenciam também a presença 

de outras espécies com características patogênicas causadoras de infecções 

fúngicas como a C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. guillermondii, 

C. stellatoidea (SÁNCHEZ-VARGAS, et al., 2002; CHENG et al., 2005; 
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RICHARDSON, 2005) e C. dubliniensis (SULLIVAN et al., 1995; PORTELA et al., 

2004; FREZZINI et al., 2005). 

A associação entre a presença de leveduras e a cárie dentária tem sido 

relatada na literatura por vários autores (JACOB et al., 1998; SZIEGOLEIT et al., 

1999; STARR et al., 2002; AKDENIZ et al., 2002; REGO et al., 2003). Estudos 

demonstram que a C. albicans é mais prevalente em biofilme dental e saliva de 

crianças cárie-ativas quando comparadas com crianças livres de cárie (RADFORD et 

al., 2000; MOALIC et al., 2001; HOSSAIN et al., 2003). CERQUEIRA et al., (2007) 

em um estudo comparativo entre crianças infectadas pelo HIV e crianças saudáveis, 

observaram uma maior prevalência de Candida spp. no grupo das crianças 

infectadas. Além disso, observaram relação entre elevada prevalência de espécies 

de Candida e uma maior quantidade de lesões cariosas cavitadas em dentina. 

Um dos fatores a serem considerados na cariogenicidade do biofilme dental é 

a concentração de polissacarídeos insolúveis na matriz, responsáveis pelo aumento 

de sua porosidade, permitindo a penetração de substratos acidogênicos para as 

camadas mais internas do biofilme e conseqüente produção de ácidos próximos à 

estrutura dentária (DIBDIN & SHELLIS, 1988; TAKARASH et al., 2008). Um estudo 

realizado por NIKAWA et al. (1998) sugere a possibilidade do aumento da 

cariogenicidade do biofilme dental colonizado por C. albicans. Evidências também 

sugerem que esta levedura produz acido lático através da fermentação dos 

carboidratos e ainda de que este ácido degradaria a estrutura da hidroxiapatita 

dental. Além disso, as leveduras podem produzir enzimas com atividade 

colagenolítica (aspártico – proteases) capazes de hidrolisar o colágeno dental 

(NISHIMURA et al., 2002). 
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Considerando a importância de investigar os possíveis fatores que possam 

estar envolvidos no processo de instalação e desenvolvimento da doença cárie 

nesses pacientes, tornam-se relevantes estudos dessa natureza. Portanto, o objetivo 

do presente estudo foi analisar a colonização de Candida spp. no biofilme 

supragengival de crianças infectadas pelo HIV e avaliar sua relação com a presença 

da doença cárie, imunossupressão e uso de HAART. Também foi avaliado o 

potencial de desmineralização, in vitro, destas leveduras. 

MATERIAL e MÉTODOS 

O universo amostral foi compreendido pelos pacientes pediátricos com 

diagnóstico definitivo para infecção pelo HIV conforme critério adotado pelo Centers 

for Disease Control and Prevention (CDC, 1994), provenientes de uma coorte de 

crianças infectadas pelo HIV, que fazem parte do Serviço de AIDS Pediátrica do 

IPPMG/UFRJ e, acompanhados pelo Projeto SIDA/AIDS em Odontopediatria da 

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (FO/UFRJ). A 

seleção da amostra adotou procedimentos por conveniência a partir do recrutamento 

de pacientes infantis no período de oito meses. Após obtenção do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido, devidamente assinado pelo responsável legal da 

criança e anuência da mesma, a amostra final foi constituída por cinqüenta (50) 

crianças de ambos os sexos, na faixa etária de 3 a 12 anos de idade. 

Todas as crianças deveriam apresentar biofilme supragengival espesso 

(escore 3, 4 e 5) nas superfícies dentais de acordo com o índice proposto por 

RIBEIRO et al. (2002) (Quadro 1). Além disso, estas crianças não poderiam estar em 

uso de terapia antifúngica há pelo menos três meses prévios à coleta, ou em uso de 

medicamentos antimicrobianos tópicos orofaríngeos (ODDEN et al., 1995).  
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Dados sobre a história médica (classificação clínica e imunológica da doença, 

diagnóstico de AIDS, tipo de transmissão, uso de medicamentos antiretrovirais) e 

exames laboratoriais (CD4%, CD8%, relação CD4/CD8, carga viral) mais recentes a 

data da coleta e exame bucal, com intervalo máximo de 03 meses, foram obtidos 

através da pesquisa aos prontuários médicos dos respectivos pacientes. 

Coleta do biofilme supragengival 

O exame do biofilme dental supragengival foi realizado por meio de inspeção 

visual da cavidade bucal do paciente, por um examinador previamente calibrado. O 

biofilme foi classificado como fino quando, somente após a secagem da superficie 

dentária com uma gaze, sem fazer movimentos esfregatórios, ele pudesse ser 

visualizado. O biofilme foi considerado como espesso quando mesmo sem secar a 

superficie, ele pudesse ser clinicamente visto. Para classificar a resistência à 

remoção do biofilme, um único movimento esfregatório lateral com a gaze (de distal 

para mesial, ou vice-versa) era empregado, e observava-se a sua remoção (se com 

facilidade ou não). Desta forma, o biofilme foi registrado como 3, 4 ou 5 (escores do 

Índice, Quadro 1) quando a espessa quantidade de acúmulo ofereceu resistência 

para ser completamente removida pela gaze. 

Para a coleta do biofilme, utilizou-se curetas dentinárias nº20 (Duflex®) 

estéreis, friccionada sobre a superfície dentária vestibular de mais fácil acesso e que 

melhor permitisse isolamento relativo da saliva. A cureta era apoiada na região 

cervical do dente, seguindo de mesial para distal, até que a mesma permanecesse 

completamente preenchida. Em seguida, o material coletado foi transferido para 

tubos eppendorffs estéreis, contendo 1 mL de solução salina (NaCl a 0,85%) sendo 

mantido sob refrigeração, e transportado para subseqüentes análises laboratoriais 
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em um prazo máximo de 2 horas. Após a coleta, foi realizada escovação 

supervisionada, exame extra e intrabucal para verificação da presença de 

manifestações bucais associadas à infecção pelo HIV e determinação dos índices de 

cárie (OMS, 1987). A identificação da presença de manchas brancas ativas (MBA) e 

lesões ativas cavitadas em esmalte (CAE) também foram registradas e analisadas 

separadamente. Os critérios de diagnostico para estas lesões foram aqueles 

estabelecidos por BJORNDAL et al. (1997) e CARVALHO et al. (1992).  

Análise microbiológica 

Para a quantificação e identificação presuntiva das espécies de Candida, os 

tubos contendo os espécimes clínicos foram homogeneizados em um agitador 

(vórtex) durante 30 segundos e em seguida as suspensões foram diluídas na 

proporção de 1:1 em NaCl (0,85%) estéril. A partir desta diluição, 100 µL de cada 

suspensão foram inoculadas e semeadas em placas Petri contendo meio de cultura 

CHROMagar Candida®, sendo incubadas em estufa à 37°C por 48 e 72 horas 

possibilitando a identificação presuntiva das espécies de Candida através da 

coloração das colônias reveladas (ODDS & BERNAERTS, 1994). O crescimento foi 

classificado de acordo com HOSSAIN et al. (2003) a partir da contagem das 

unidades formadoras de colônias (ufc/mL) como: 0 = ausente; 1 = muito escasso 

(<10 colônias); 2 = escasso (10-102 colônias); 3 = moderado (102-103 colônias); 4 = 

numeroso (> 103 colônias). Para identificação definitiva, as colônias com colorações 

diferentes de cada paciente foram analisadas através de testes bioquímicos de 

fermentação e assimilação de açúcares através do sistema API 20C (Biomerieux, 

Marcy L’Etoile, France) e as reações lidas após 48 e 72 horas à 37ºC. Todas as 
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espécies de Candida isoladas e identificadas foram estocadas sendo mantidas em 

tubos de rosca contendo 5 mL de meio agar Sabouraud dextrose estéril à 4ºC.  

Formação de biofilme In vitro por espécies de Candida  

Foram selecionados sessenta (60) molares decíduos exfoliados, hígidos, sem 

quaisquer alterações visíveis ao Microscópio Esterioscópico (40x, Astro Optics 

Division, Montpelier, USA) em sua face vestibular ou lingual. Posteriormente, 

realizou-se o corte dos mesmos por meio de disco diamantado dupla-face em peça 

reta em baixa rotação, originando um total de cento e quarenta (140) blocos de 

esmalte decíduo (5 x 5 x 2 mm), obtidos do terço médio da superficie vestibular ou 

lingual. Os blocos de esmalte foram limpos com água e pedra pomes, porém, não foi 

realizado lixamento ou polimento das superfícies (CURY et al., 2007). Em seguida, 

todas as superfícies foram protegidas com esmalte cosmético de cor vermelha (2 

revestimentos, 24hrs de secagem), exceto uma área circular de 6,06 mm2, 

confeccionada no centro da superficie exposta de cada bloco de esmalte. 

Foram selecionados aleatoriamente cinco (5) isolados de C. albicans oriundas 

do biofilme dental de cinco (5) pacientes diferentes que apresentaram somente esta 

espécie; e isolados de C. albicans e não-albicans de pacientes que obtiveram 

simultaneamente os seguintes isolados: um (1) com C. albicans e C. parapsilosis 

simultaneamente; um (1) com C. albicans e C. tropicalis; um (1) com C. albicans, C. 

parapsilosis e C. glabrata e, um (1) isolado referência C. albicans (ATCC 24433). 

Os blocos dentais sofreram então esterilização por calor úmido (autoclave, 15 

minutos a 121ºC) (AMAECHI et al., 1998) e após foram fixados em placas de 24-

poços contendo meio de cultura YCB agar (Yeast Carbon Base, Difco, Bacto), 

suplementado com 1% de BSA (Bovine Serum Albumin). Um total de 10 placas de 
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24-poços contendo 14 blocos dentais cada, com a superfície do esmalte voltada 

para cima e o restante imerso completamente no meio de cultura, foram divididas em 

6 grupos como se segue: Grupo 1: esmalte exposto a biofilme formado por C. 

albicans (5 placas); Grupo 2: exposto a biofilme misto formado por C. albicans e C. 

tropicalis (1 placa); Grupo 3: exposto a biofilme misto formado por C. albicans e C. 

parapsilosis (1 placa); Grupo 4: exposto a biofilme misto formado por C. albicans, C. 

parapsilosis e C. glabrata (1 placa); Grupo 5: exposto a biofilme formado por C. 

albicans (ATCC 24433) (1 placa); Grupo 6: ausência de biofilme de Candida 

(controle do meio) (1 placa). Suspensões celulares padronizadas com 105 de 

leveduras/mL cultivadas em meio de cultura YCB caldo suplementado com 1% de 

BSA, sob agitação por 48 horas à 37ºC, foram inoculadas em cada poço da placa, 

exceto para placa controle que continha os blocos dentais imersos apenas em 1 mL 

de meio de cultura YCB + 1% de BSA. A formação de biofilme, realizada de acordo 

com a metodologia descrita por MACHADO (2007) modificada, ocorreu após a 

incubação das placas à 37ºC. De cada placa, dois (2) blocos dentais foram retirados 

no 1º, 3º, 5º, 8º, 10º, 12º e 15º dia após formação de biofilme. Logo após a retirada, 

estes foram inseridos em tubos Falcon contendo 5 mL de NaCl (0,85%) e 

submetidos ao vórtex por um minuto sendo então verificada a viabilidade celular das 

células do biofilme através do teste de exclusão do corante azul de Trypan 

(PATTERSON, 1979). Em seguida, todos os blocos foram novamente esterilizados 

(autoclave), limpos com uma escova macia utilizando-se água e pedra pomes e, 

armazenados em um pote com algodão embebido em NaCl (0,85%) para garantir a 

umidade até o momento das subseqüentes análises (MORAES, 1998). 
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Quantificação da concentração de Íons Cálcio (Ca+2) 

Para determinação da concentração de íons cálcio (Ca+2) liberado dos blocos 

de esmalte decíduo para a suspensão, durante os 15 dias do experimento, um 

Espectrofotômetro de Absorção Atômica (CONTRAA 300, ANALYTIK JENA; ar 

chama/óxido nitroso) foi utilizado. Para isto, 1 mL da suspensão foi removida no 1º, 

3º, 5º, 8º, 10º, 12º e 15º dia, de cada poço, centrifugada (3000xg, 3 minutos, a 4ºC), 

e o sobrenadante obtido permaneceu estocado em tubos Falcon contendo 250µL de 

Ácido Nítrico 65% (HNO3) sob refrigeração até o momento da análise (TEN CATE et 

al., 2008, modificado). 

Análise de Microdureza Transversal (MDT) 

A microdureza transversal (MDT) do esmalte decíduo foi mensurada através 

de um indentador Knoop com carga de 50 gramas por 15 segundos (CRAIG et 

al.,1958; FEATHERSTONE et al., 1983). Os blocos de esmalte foram 

longitudinalmente seccionados na sua região equatorial utilizando-se um disco 

diamantado dupla-face, acoplado a uma cortadeira elétrica (BUEHLER, ISOMET) 

originando dois fragmentos de esmalte. Apenas uma metade de cada um dos blocos 

de esmalte foi embutida em resina acrílica e a superficie de esmalte exposta foi 

lixada com lixas mesh na seqüência de 1000, 1200 e 2400 (3M, Sumaré, Brasil) por 

10 minutos. Após, receberam polimento em uma politriz com disco de feltro (Arotec 

Ind. & Com. Ltda; São Paulo, Brasil) e abrasivos à base de alumina em suspensão 

(1 e 0,3µm; South Bay Technology Inc.; San Clemente, USA) produzindo assim uma 

superfície plana e lisa. Para verificação da eliminação de riscos nas superfícies do 

esmalte entre as trocas seqüenciais das lixas, todas as amostras foram avaliadas 

em intervalos regulares de tempo, ao microscópio óptico (40x, Astro Optics Division, 
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Montpelier, USA). Para a determinação dos valores de microdureza transversal do 

esmalte interno padronizou-se as indentações nas distâncias de 12.5, 25, 37.5, 50, 

62.5, 75, 87.5, 100, 112.5, 125, 137.5, 150 µm da superficie externa do esmalte 

seguindo em direção à junção-amelo-dentinária (JAD). Todas as indentações 

previamente padronizadas foram realizadas tanto nas áreas de esmalte expostas à 

formação de biofilme pelas espécies de Candida, como nas áreas não-expostas ao 

biofilme (áreas protegidas). 

Análise de Microscopia de Luz Polarizada 

Para análise qualitativa do esmalte, selecionou-se 14 fragmentos de esmalte 

oriundos da outra metade dos blocos de esmalte do Grupo 1. Estes foram 

observados em um microscópio de luz polarizada, sob nicóis cruzados, com 

acessórios de quartzo e com as amostras imersas em água destilada sob aumento 

de 100x. Os fragmentos foram preparados manualmente com lixas d’água de 

granulação crescente 1000, 1200 e 2400 e polidas com pasta para polimento sobre 

feltro, até que fosse obtida uma secção longitudinal de 100µm (CARLSTROM, 

1964), conferidas posteriormente com o auxilio de um micrômetro digital. 

Análise Estatística 

A calibração do examinador para todos os exames foi realizada por um 

examinador mais experiente, que foi treinado pelo padrão ouro no caso do índice de 

biofilme. O índice Kappa geral inter-examinador foi de 0,74. Índice intra-examinador 

não foi realizado, pois, após a consulta os pacientes eram encaminhados para 

tratamento dentário e instrução de higiene, fazendo com que ao retorno sua 

condição clínica estivesse modificada. 
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Os dados foram inseridos em um banco de dados criado no Programa EPI 

INFO versão 6.0. Para as correlações foram utilizados teste estatísticos não-

paramétricos considerando uma distribuição não normal dos dados e o nível de 

significância considerado foi de 5% (p<0,05). Foi realizada análise de variância 

(ANOVA) para verificar a relação entre o crescimento de Candida (ufc/mL) e índice 

de biofilme, presença de MBA e CAE e o teste de Mann-Whitney para as correlações 

entre Candida spp (ufc/mL) e presença da doença cárie, imunossupressão e uso de 

HAART.  

Para a determinação da MDT foi realizada a soma dos valores das 

indentações e realizada a média aritmética. Os resultados foram então comparados 

entre os grupos e também nos diferentes dias e para tal foram submetidos à Análise 

de Variância (ANOVA) e Mann-Whitney. Análise descritiva for realizada para 

comparações entre. 

RESULTADOS 

A média de idade da amostra (n=50) foi de 10,04 anos (d.p: 1,78), sendo 28 

crianças (56%) do sexo masculino. De acordo com critério estabelecido pelo CDC 

(1994), grande parte das crianças (n=21; 42%) apresentava ausência de 

imunossupressão. O uso de medicamentos antiretrovirais foi observado em 27 (54%) 

crianças, sendo que destas a grande maioria (n=21) estava sob uso de HAART (uso 

de 3 drogas ou mais) (Tabela 1). Relações significantes (Mann-Whitney p>0,05) 

entre imunossupressão e uso de HAART com a presença da levedura no biofilme 

dental não foram observadas  



 

 

39 

Quanto à presença de manifestações bucais observou-se que 22% (n=11) 

das crianças apresentavam algum tipo de lesão. As lesões encontradas foram: 

hipertrofia de parótidas (n=8) e candidiase bucal (n=3), sendo que estas crianças 

apresentavam simultaneamente os dois tipos de lesão. 

Relação entre biofilme dental, cárie dentária e Candida spp.  

A maioria das crianças (n=24, 48%) apresentava biofilme com escore 4, 

seguido por 19 (38%) crianças com escore 5 e somente 7 (14%) crianças com 

escore 3 (Quadro 1). Observou-se uma alta prevalência de crianças apresentando a 

doença cárie (n=41, 82%), sendo o número de crianças com superfícies dentais 

apresentando mancha branca ativa em esmalte (MBA) (n=40, 80%) e lesões 

cavitadas ativas em esmalte (CAE) (n=16, 32%) bem elevado. 

Todas as crianças apresentaram crescimento positivo (n=50, 100%) para 

Candida spp. no biofilme supragengival. De todas as espécies isoladas e 

identificadas a mais prevalente foi a C. albicans (n=50, 100%), seguida por C. 

parapsilosis (n=8, 16%), C. tropicalis (n=3, 6%) e C. glabrata (n=1, 2%). Sete (7) 

crianças apresentaram culturas mistas com crescimento simultâneo para C. albicans 

e C. parapsilosis, 3 crianças apresentaram simultaneamente as espécies C. albicans 

e C. tropicalis, e 1 criança apresentou C. albicans, C. parapsilosis e C. glabrata. O 

crescimento das leveduras foi classificado quantitativamente como ausente, muito 

escasso, escasso, moderado e numeroso, de acordo com o número de unidades 

formadoras de colônias (ufc/mL) (HOSSAIN et al., 2003). Na Tabela 2 encontra-se a 

distribuição de pacientes quanto ao número de ufc/mL das espécies de Candida 

isoladas do biofilme supragengival. Observou-se que a maioria apresentou 
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crescimento classificado como numeroso para a espécie C. albicans (n=27) assim 

como para as outras espécies isoladas.  

Na Tabela 3 observa-se que quanto maior quantidade de dentes com biofilme 

espesso, maior o número de unidades formadoras de colônias/mL (ufc/mL) de 

Candida spp (ANOVA p=0,048). Embora não estatisticamente significante, o mesmo 

foi observado para C. albicans. Quanto à cárie, não foram observadas diferenças no 

número de ufc/mL de Candida spp. e C. albicans nas crianças com ou sem cárie 

(Mann-Whitney, p>0,05) (Tabela 4). Considerando apenas as crianças com cárie 

(n=41), aquelas que apresentavam crescimento numeroso para as leveduras 

apresentavam maior número de cárie ativa em esmalte (cavitação e/ou mancha 

branca ativa) (Tabela 5), apesar da análise também não ter demonstrado relação 

estatisticamente significativa. 

Avaliação da Microdureza Transversal 

As médias e os respectivos desvios padrão dos valores de microdureza 

transversal (MDT) do esmalte decíduo para os diferentes dias e grupos estão 

expressos na Tabela 6. 

Observou-se uma diminuição gradativa significante (ANOVA p<0,05) dos 

valores de microdureza ao longo do período do experimento (do 1º ao 15º dia) nas 

áreas de esmalte expostas ao biofilme, dos Grupos 1 ao 5. Nas áreas de esmalte 

não-expostas (protegidas), essa variação não foi significativa dentre esses Grupos. 

No Grupo 6 (controle do meio) tanto na área de esmalte exposta ao meio quanto na 

área não-exposta ao meio (protegida), não foi observada diferença significante nos 

valores de microdureza. 



 

 

41 

Também se comparou os valores de microdureza entre as áreas expostas e 

protegidas em cada um dos dias no Grupo 1. Observou-se que a partir do 5º dia 

houve uma diferença significativa nesses valores (Mann-Whitney p<0,05). Nos 

outros grupos não foram aplicados testes estatísticos para esta avaliação devido ao 

reduzido tamanho da amostra (dois fragmentos para cada dia). No entanto, 

analisando-se descritivamente os resultados observa-se comportamento semelhante 

nos Grupos 2, 3 e 4. No Grupo 5, a diferença em relação a diminuição dos valores 

de microdureza pode ser observada somente a partir do 10º dia. Já no Grupo 6 os 

valores de microdureza foram similares em todos os dias (Tabela 6). 

Quantificação da concentração de Íons Cálcio (Ca+2) 

Os resultados obtidos através da dosagem da concentração de íons Ca+2 

estão expressos na Figura 1. 

Imagens Microscopia de Luz Polarizada 

No que se refere à observação da perda mineral através das imagens de 

microscopia de luz polarizada, foi possível identificar nas amostras que as áreas de 

esmalte expostas ao biofilme apresentavam uma zona superficial com birefringência 

negativa e com lesões subsuperficiais com birefringência positiva indicando aumento 

da porosidade em relação à superficie. Esta porosidade foi crescente em direção a 

junção-amelo-dentinária, aumentando no decorrer dos dias de experimento. Na 

Figura 2, estão representadas nas imagens 2A, 2C, 2E e 2G as áreas de esmalte 

expostas ao biofilme de um isolado de C. albicans no 1º, 5º, 8º e 15º dia 

respectivamente. As imagens 2B, 2D, 2F e 2H representam os respectivos controles 

(áreas não-expostas ao biofilme). 
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DISCUSSÃO 

A cárie dentária em crianças infectadas pelo HIV tem sido relatada como uma 

doença de maior prevalência quando comparada com crianças saudáveis (CASTRO 

et al., 2004; HODGSON et al., 2006a; CERQUEIRA et al., 2007). Nossos resultados 

demonstraram que 82% das crianças infectadas examinadas apresentavam a 

doença, e muitos delas possuíam grande quantidade de lesões iniciais tais como 

manchas brancas ativas e lesões cavitadas em esmalte. A investigação de fatores 

que possam estar contribuindo para esta situação nesse grupo de pacientes é, 

portanto de extrema importância.  

Estudos sobre o possível envolvimento de leveduras e cárie dentária vêm 

sendo realizadas (GRABRIS et al., 1999; RADFORD et al., 2000; MONDIN, 2003; 

HOSSAIN et al., 2003; CARVALHO et al., 2006; 2007). Alguns desses estudos 

demonstram que Candida spp são mais prevalentes em biofilme dental de crianças 

cárie-ativas do que em crianças livres de cárie (HODSON & CRAIG, 1972; 

ARENDORF & WOLKER, 1980; RADFORD et al., 2000). 

No presente estudo, 100% das crianças apresentaram crescimento positivo 

para Candida spp. no biofilme supragengival e de todas as espécies identificadas a 

mais prevalente foi a C. albicans (n=50, 100%), seguida por C. parapsilosis (n=8, 

16%), C. tropicalis (n=3, 6%) e C. glabrata (n=1, 2%). Estes achados corroboram 

com estudos prévios (RUSSELL & LAY, 1973; MARCHANT et al., 2001; MONDIN, 

2003; HOSSAIN et al., 2003; CARVALHO et al., 2006), que constataram ser a C. 

albicans a espécie mais prevalente no biofilme dental. Ao avaliar a relação entre o 

índice de biofilme (RIBEIRO et al., 2002) e a colonização das leveduras, foi 

observado que quanto maior a quantidade de dentes com biofilme espesso sobre as 
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superfícies dentais, maior a quantidade de Candida spp. A presença de biofilme 

abundante sobre essas superfícies poderia prolongar as condições de baixo pH no 

biofilme e favorecer a seleção de microrganismos com potencial acidogênico tal 

como a C. albicans (SAMARANAYAKE et al., 1983; SAMARANAYAKE et al., 1986; 

NIKAWA et al., 1993; NIKAWA et al., 1994; NIKAWA et al., 2003). No entanto, a 

relação entre presença de C albicans e quantidade de biofilme neste estudo não foi 

significativa (p>0,05). 

NIKAWA et al. (2003) em um estudo in vitro observou que a C. albicans 

possui a propriedade de dissolver hidroxiapatita. Os autores também observaram 

que esta espécie possui atividade colagenolítica, aderindo-se tanto ao colágeno 

intacto como ao colágeno desnaturado por diferentes mecanismos, o que poderia 

contribuir para a persistência da levedura na superfície da hidroxiapatita dissolvida 

(NISHIMURA et al., 2002). O colágeno exposto e a alta capacidade de aderência a 

ele serviriam como um sítio de aderência e de colonização (MAKIHIRA al., 2001; 

MAKIHIRA et al., 2002). O potencial acidogênico de isolados de C. albicans e C. 

glabrata foi investigado, in vitro, por SAMARANAYAKE et al., (1986). Segundo os 

autores, as características de crescimento e produção de ácidos dos isolados foram 

potencializados na presença de meio contendo glicose e com isso, foram 

responsáveis pela redução do pH do meio. Embora sejam poucos, esses estudos 

demonstram alguma evidência do potencial cariogênico desta levedura. Isto poderia 

contribuir para uma possível participação no desenvolvimento do processo carioso 

em pacientes fortemente colonizados por esses fungos. 

Quando observada em nosso estudo a relação entre presença da doença 

cárie, bem como presença de MBA e CAE, e colonização por Candida spp. no 

biofilme, nenhuma relação significante pode ser encontrada. No entanto, analisando 
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descritivamente os resultados, pode-se observar que crianças que apresentavam 

crescimento classificado como numeroso para Candida possuíam uma quantidade 

maior tanto de mancha branca, quanto para cavitação ativa em esmalte.  

A imunossupressão é um fator predisponente para a colonização por espécies 

de Candida em pacientes infectados pelo HIV (KEATING et al., 1995; FLAITZ et al., 

1999). Porém, a maioria das crianças deste estudo apresentava imunossupressão 

ausente ou moderada, e estava sob uso do HAART, o que provavelmente pode ter 

influenciado o fato de não ter havido nenhuma relação entre essas variáveis e o 

crescimento de Candida spp..  

Quanto à análise de microdureza do esmalte decíduo exposto à formação de 

biofilme por Candida spp., nossos resultados demonstraram uma diminuição 

significativa dos valores durante todo o experimento. Também foi possível constatar 

que no grupo exposto ao biofilme de C. albicans (Grupo 1), a partir do 5º dia já 

ocorreu um diferença entre os valores de MDT comparando-se as áreas exposta e 

não-exposta (controle do dente) ao biofilme. Isto parece coincidir com o fato de que 

as leveduras a partir do 5º dia possuem um maior metabolismo, com maior indução 

da secreção de aspártico-proteases. A pouca variação dos valores de microdureza 

no esmalte não exposto ao biofilme nos Grupos 1 ao 5, bem como em todo o Grupo 

6 (controle do meio) comprova que a variação de pH do meio de cultura YCB 

suplementado com 1% de BSA não foi capaz de causar perda mineral significativa. 

Todos esses resultados nos levam a sugerir, portanto que, nas condições de 

metodologia empregadas no estudo, esta espécie apresenta algum potencial de 

desmineralização do esmalte. Isto também tem sido especulado por estudos prévios 

que suportam que a C. albicans possui potencial cariogênico e capacidade de 
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dissolver hidroxiapatita em grandes proporções (NIKAWA et al., 1994; NIKAWA et 

al., 2003).  

Embora analisados apenas descritivamente, os resultados dos valores de 

MDT dos blocos dentais expostos a biofilme misto formado por espécies de C. 

albicans e não-albicans (Grupo 2, 3 e 4), apresentaram comportamento similar ao 

descrito para o Grupo 1. Porém, parece ter havido uma menor diminuição desses 

valores ao longo do experimento quando comparado com o grupo exposto apenas 

ao biofilme de C. albicans. Alguma competição entre as espécies de Candida pode 

estar ocorrendo quando da formação de biofilme misto, o que poderia teoricamente 

diminuir a atividade da espécie C. albicans no sistema (SAMARAMAYAKE et al., 

2007). Ainda, a capacidade de desmineralização do biofilme formado por Candida 

ATCC (Grupo 5) também foi menor quando comparado aos outros grupos, e apenas 

a partir do 10º dia, pode-se observar alguma diferença nos valores de microdureza 

quando comparadas as áreas expostas e não-expostas ao biofilme. Isolados 

referências, estocados em laboratório, podem com o passar do tempo de estoque, 

ter sua virulência diminuída, o que poderia explicar o resultado encontrado 

(BARBIERI et al., 2007). No entanto, sua utilização é extremamente válida para 

comparação com isolados clínicos em estudos in vitro. 

Concluindo, os resultados do presente estudo constataram a presença de 

leveduras em biofilme dental de crianças infectadas pelo HIV e demonstraram a 

capacidade de isolados de Candida spp. provenientes deste biofilme de causar 

desmineralização in vitro. Estudos que possam comprovar o potencial cariogênico e 

elucidar a exata participação dessas leveduras no desenvolvimento da doença cárie 

deverão ser desenvolvidos e serão de grande valia para o controle da doença nestes 

pacientes infectados pelo HIV. 
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 Quadro 1: Descrição dos escores do Índice de Biofilme (RIBEIRO et al., 2002). 

 

 

 

Tabela 1: Condições sistêmicas dos pacientes infectados pelo HIV (n=50) de acordo 

com critério CDC (1994). 

 

Imunossupressão*  AIDS  
Terapia 

Antiretroviral 
 HAART (n=27) 

1 2 3  Sim Não  Sim Não  Sim Não 
21 

(42%) 
18 

(36%) 
11 

(22%) 
 

11 
(22%) 

39 
(78%) 

 
27 

(54%) 
23 

(46%) 
 

21 
(42%) 

6 
(12%) 

* Sistema de Classificação da infecção pelo HIV, em crianças e adolescentes menores de 13 anos de 
idade (CDC, 1994): 1) Ausência de Imunossupressão (CD4 > 25%); 2) Imunossupressão moderada 
(CD4 = 15-24%); 3) Imunossupressão grave (CD4 < 15%). 

 

Escore 0: Ausência de biofilme visível 

Escore 1: Biofilme fino somente em dentes anteriores 

Escore 2: Biofilme fino, difuso e facilmente removido, distribuído em dentes 
anteriores e posteriores 

Escore 3: Biofilme espesso e firmemente aderido somente em dentes 
anteriores ou posteriores 

Escore 4: Biofilme espesso e firmemente aderido em dentes anteriores e fino 
em posteriores ou biofilme espesso e firmemente aderido em dentes 
posteriores e fino em dentes anteriores 

Escore 5: Biofilme espesso e firmemente aderido em dentes posteriores e 
anteriores 
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Tabela 2: Distribuição das crianças de acordo com as espécies de Candida isoladas 

(classificação quanto ao número de ufc/mL) no biofilme. 

 

Candida spp. 

Classificação do crescimento (ufc/mL) 

Ausente Muito escasso 
(<10) 

Escasso 
(10-102) 

Moderado 
(102-103) 

Numeroso 
(>103) 

Total de crianças 

C. albicans --- --- 9 14 27 50 

C. parapsilosis --- --- 2 2 4 8 

C. tropicalis --- --- 1 --- 2 3 

C. glabrata --- --- --- --- 1 1 

 

 

Tabela 3: Relação entre a média de ufc/mL de Candida spp. isoladas do biofilme de 

crianças infectadas pelo HIV e o índice de biofilme  

 
 

Indice de Biofilme 

3 

 

4 

 

5 

 

P valor 

(ANOVA) 

Candida spp. 

Média (± d.p) (ufc/mL) 

174,4 ± 87,1 272,6 ± 114,3 282,2 ± 83,2 0,048 

C. albicans 

Média (± d.p) (ufc/mL) 

174,2 ± 87,0 258,0 ± 114,4 269,7 ± 83,6 0,08 
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Tabela 4: Relação entre o número de ufc/mL de Candida spp. e C. albicans e 

presença da doença cárie. 

 
 

Presença de Cárie 

Sim 

 

Não 

 

P valor 

(MannWhitney) 

Candida spp. 

Média (± d.p) (ufc/mL) 

259,1 ± 105,5 278,0 ± 104,6 0,64 

C. albicans 

Média (± d.p) (ufc/mL) 

248,0 ± 106,5 263,2 ± 91,09 0,82 

 

Tabela 5: Relação entre o número de manchas brancas ativas e cavidades ativas 

em esmalte e classificação do crescimento de Candida spp. lsoladas do biofilme. 

 
 

Média (± d.p)  

Classificação do Crescimento (ufc/mL) 

Escasso 
(10-102) 

Moderado 
(102-103) 

Numeroso 
(>103) 

p-valor 
ANOVA 

MBA 2,33 ± 1,65 2,07 ± 1,85  3,44 ± 2,29  p=0,10 

CAE 0,55 ± 1,13 0,57 ± 1,22 0,81 ± 1,17 p=0,51 

MBA + CAE 2,88 ± 2,47  2,64 ± 2,87 4,27 ± 2,96 p=0,18 

* MBA: mancha branca ativa; CAE: cavidade ativa em esmalte 
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Tabela 6: Valores médios de MDT do esmalte decíduo de acordo com os grupos e tempo de experimento 
 
Grupo 1: biofilme formado por C. albicans; Grupo 2: biofilme misto (C. albicans e C. tropicalis); Grupo 3: biofilme misto (C. albicans e C. parapsilosis); Grupo 
4: biofilme misto (C. albicans, C. parapsilosis e C. glabrata); Grupo 5: biofilme formado por C. albicans (ATCC 24433); Grupo 6: ausência de biofilme de 
Candida (controle do meio). 

 
 

Dia 
 

 
Grupo 1  
(n=70) 

 
Grupo 2 
(n=14) 

 
Grupo 3 
(n=14) 

 
Grupo 4 
(n=14) 

 
Grupo 5 
(n=14) 

 
Grupo 6 
(n=14) 

 
1Md ± d.p 

 

 
2Md ±d.p 

 

 
1Md ±d.p 

 
2Md ±d.p 

 

 
1Md ±d.p 

 

 
2Md ±d.p 

 
1Md ±d.p 

 
2Md ±d.p 

 
1Md ±d.p 

 
2Md ±d.p 

 

 
1Md ±d.p 

 

 
2Md ±d.p 

 

 
1º 
 

 
311,4±12,2 

 
317,7±19,4 

 
324,5±6,9 

 
321,0±10,8 

 
320,8±1,1 

 
336,9±3,6 

 
330,5±8,2 

 
344,1±14,7 

 
327,2±12,9 

 
326,1±12,0 

 
334,0±4,9 

 
345,2±36,0 

 
3º 
 

 
305,6±17,8 

 

 
302,5±18,7 

 
310,7±20,0 

 
315,4±25,7 

 
335,7±1,07 

 
350,1±34,2 

 
322,9±2,4 

 
314,7±13,9 

 
314,6±5,3 

 
317,8±4,8 

 
327,0±25,8 

 

 
330,4±23,1 

 
 
5º 
 

 
304,7±9,4a 

 
284,8±28,7ª 

 
307,9±13,2 

 
245,9±13,46 

 
332,6±1,2 

 
287,9±15,3 

 
335,5±5,7 

 
255,29±7,8 

 
327,1±10,0 

 
323,8±12,2 

 
325,6±6,5 

 
338,5±1,47 

 
8º 
 

 
302,3±8,9b 

 
199,3±29,0b 

 
328,1±4,5 

 
241,0±32,3 

 
318,7±6,2 

 
240,0±1,5 

 
324,9±17,9 

 
249,9±23,2 

 
337,0±19,0 

 
329,7±15,3 

 
307,1±3,02 

 
337,8±1,99 

 
10º 
 

 
301,9±10,8c 

 
173,3±20,3c 

 
318,7±8,1 

 
233,3±26,3 

 
322,9±3,3 

 
235,82±7,2 

 
323,8±8,9 

 
234,8±11,6 

 
334,6±1,8 

 
231,3±13,9 

 
309,0±4,6 

 
332,6±3,92 

 
12º 
 

 
296,1±12,5d 

 

 
153,9±20,1d 

 
336,2±12,2 

 
214,7±1,8 

 
335,0±20,0 

 
223,6±2,6 

 
327,8±2,1 

 
212,9±11,53 

 
331,1±10,9 

 
238,0±3,0 

 
310,4±10,2 

 
333,6±13,1 

 
15º 
 

 
300,0±14,9e 

 
145,6±13,6e 

 
339,7±1,3 

 
210,5±13,1 

 
326,5±4,0 

 
221,5±6,4 

 
316,2±17,5 

 
206,4±12,2 

 
326,8±7,3 

 
227,0±18,1 

 
307,9±7,6 

 
319,0±20,0 

 
ANOVA 
p valor 

 

 
0, 218 

 
0, 000 

 
0, 141 

 
0, 003 

 
0, 315 
 
 

 
0, 0001 

 
0, 698 

 
0, 0002 

 
0, 553 

 
0, 0001 

 

 
0, 214 

 
0, 868 

1 Média e ±d.p dos valores de dureza Knoop (KHN) do esmalte não-exposto ao biofilme 
2 Média e ±d.p dos valores de dureza Knoop (KHN) do esmalte exposto ao biofilme 
Teste Mann-Whitney. a p=0,04; b p=0,0002; c p=0,0002; d p=0,0002; e p=0,0002 
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Figura 1: Perda mineral (concentração de íons cálcio µg/mL liberado na suspensão) 

durante a formação de biofilme por C. albicans in vitro nos diferentes dias. 

 
 
 
 
 
Figura 2: Imagens de MLP dos blocos de esmalte do Grupo 1. As imagens A, C, E, 

G, são as áreas de esmalte expostas ao biofilme de C. albicans no 1º, 5º, 8º e 15º 

dia respectivamente. As imagens B, D, F, H, representam os respectivos controles 

(áreas não-expostas ao biofilme). 
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5. D ISCUSSÃO  

As manifestações bucais têm sido relatadas como sendo os primeiros 

indicadores da infecção pelo HIV (SANTOS et al., 2001; NAIDOO & CHIKTE, 2004; 

COOGAN et al., 2005; HODGSON et al., 2006a), e dentre as mais comumente 

encontradas em crianças infectadas pelo HIV, a candidíase bucal, é a lesão de maior 

prevalência, possuindo alto valor preditivo para a evolução da mesma (CASTRO, 

1998; PORTELA et al., 2000, RIBEIRO, 2000; JABRA-RIZK et al., 2000; 

PONGSIRIWET et al., 2004; FREZZINI et al., 2005; CHALLACOMBE et al., 2006; 

HODGSON et al., 2006a; CERQUEIRA et al., 2007). No entanto, após o uso da 

terapia antiretroviral combinada com drogas inibidoras de proteases do HIV 

(HAART), observou-se um notável declínio não somente da candidiase bucal, como 

também de outros tipos de lesões oportunistas nestes pacientes (PATTON et al., 

2000; FREZZINI et al., 2005; WHO, 2005; HODGSON et al., 2006b; YANG et al., 

2006).  

Crianças infectadas pelo HIV também apresentam alta prevalência da doença 

cárie, principalmente quando comparadas às crianças não-infectadas (CASTRO et 

al., 2004; HODGSON et al., 2006a; CERQUEIRA et al., 2007). De acordo com 

nossos resultados, observou-se uma alta prevalência desta doença (n=41, 82%) nas 

crianças examinadas. Neste sentido, é importante ressaltar que estes pacientes 

representam um grupo especial, em que muitos fatores moduladores da doença 

cárie tais como dieta rica em carboidratos (SOUZA et al., 1996; RIBEIRO et al., 

2002), alto teor de sacarose presente nos medicamentos ingeridos (GREENSPAN & 

GREENSPAN, 1994; RIBEIRO et al., 2002) e imunossupressão devido a progressão 

da infecção pelo HIV (SOUZA et al., 1996; ELDRIDGE & GALLAGHER, 2000; 
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CASTRO et al., 2004; FREZZINI et al., 2005) estão presentes. Além destes também 

podem ser citados as alterações no fluxo salivar pelo uso de medicamentos e/ou por 

alterações de glândulas salivares (RIBEIRO et al., 1998) e repetidos episódios de 

internação (RIBEIRO et al., 2002), como fatores associados que fazem parte do 

cotidiano de vida de tais crianças. Alguns destes fatores podem ser trabalhados e 

modificados com a educação em saúde bucal, porém o mesmo não pode ser feito 

com aqueles advindos da condição sistêmica como, por exemplo, a dieta e 

imunidade. Cabe ressaltar também que o quadro de infecções bucais recorrentes 

predispõe as crianças ao maior risco de desenvolvimento da doença cárie, 

favorecido pela negligência quanto aos procedimentos de higiene bucal, atribuídos a 

sintomatologia dolorosa evidenciadas por essas lesões. 

O biofilme dental de pacientes imunocomprometidos foi estudado por 

BROWN et al. (1979). Os autores observaram que a composição de 

microorganismos no biofilme dental de pacientes com alterações imunológicas difere 

da composição do biofilme de pacientes saudáveis. Esta diferença se expressou 

significantemente em relação à grande quantidade de Candida spp. sobretudo a 

espécie C. albicans, presente no biofilme dental destes pacientes. No entanto, 

similar ao estudo de COSTA et al. (2006), que analisaram de swab de língua, não foi 

encontrada associação entre imunossupressão e uso de HAART, com a prevalência 

de Candida spp. oriundas do biofilme supragengival no presente estudo. Talvez isto 

se deva ao fato de que a maioria das crianças da amostra apresentava um quadro 

de imunossupressão controlado e estava sob uso do HAART. 

RUSSELL & LAY (1973), avaliaram a freqüência de C. albicans no biofilme 

dental em crianças de 3 a 6 anos com higiene bucal deficiente e alta prevalência da 
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doença cárie e observaram que a prevalência de C. albicans no biofilme dental foi de 

29%. Estudos apontam que a C. albicans é a espécie mais prevalente em biofilme 

dental e saliva de crianças cárie-ativas do que em crianças livres de cárie (HODSON 

& CRAIG, 1972; ARENDORF & WOLKER, 1980; RADFORD et al., 2000). Com o 

objetivo de investigar o tratamento dentário sobre a prevalência de Candida spp. em 

crianças saudáveis apresentando cárie de mamadeira, bem como identificar as 

espécies relacionadas, MONDIN (2003) avaliou amostras intrabucais (mucosa, dorso 

da língua, palato, biofilme dental e saliva) de crianças com cárie e sem cárie. O 

resultado demonstrou que houve maior prevalência de Candida spp. em crianças 

com cárie de mamadeira preferencialmente no biofilme e a espécie predominante foi 

C. albicans. HOSSAIN et al. (2003), avaliaram a associação de genótipos de C. 

albicans que colonizavam lesões de cárie, através de amostras de saliva, biofilme 

dental, cárie e fezes. Todas as espécies identificadas foram a C. albicans e embora 

presentes no biofilme, uma maior prevalência foi encontrada nas lesões de cárie. 

CARVALHO et al., (2006), avaliando a presença de Candida spp. em amostras de 

biofilme supragengival e lesões cariosas em dentina de crianças saudáveis com 

cárie de acometimento precoce e crianças livres de cárie, observou que C. albicans 

foi mais prevalente (60,4%) nas crianças com cárie quando comparada as crianças 

livres de cáries, independente do sítio de coleta.  

O nosso estudo teve como objetivo determinar a prevalência de espécies de 

Candida oriundas do biofilme supragengival de crianças infectadas pelo HIV, até o 

presente momento sem relatos na literatura consultada. Todas as crianças no 

presente estudo apresentaram crescimento positivo (n=50, 100%) para Candida spp. 

no biofilme supragengival e de todas as espécies identificadas a mais prevalente foi 

a C. albicans (n=50, 100%), seguida da C. parapisilosis. Um estudo analisando 
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raspado de mucosa, realizado por COSTA (2001), também observou que a C. 

albicans seguida da C. parapsilosis foram as mais prevalentes na cavidade bucal de 

crianças infectadas pelo HIV e de crianças saudáveis. Outros estudos (RUSSEL & 

LAY, 1973; DARWAZEH & AL-BAHIR, 1995; LEINEGGER et al., 1996) realizados 

em crianças saudáveis, também demonstraram a C. albicans e a C. parapsilosis 

como as espécies de leveduras mais comumente isoladas da cavidade bucal de 

crianças saudáveis.  

Ao avaliar a relação entre o índice de biofilme supragengival e a colonização 

das leveduras neste biofilme, constatou-se que, quanto maior a quantidade de 

biofilme sobre as superfícies dentais, ou seja, presença tanto em dentes anteriores 

como em dentes posteriores (escore 5), maior o número de ufc/mL de Candida spp. 

(p=0,048), o mesmo sendo observado para C. albicans, embora não 

estatisticamente significante. A presença de biofilme dental abundante sobre essas 

superfícies pode ser justificada pela má qualidade da escovação dental das crianças 

da amostra. Esse acúmulo de biofilme poderia então atuar como um fator 

coadjuvante para a colonização preferencial por Candida spp. nestes pacientes. Isto 

poderia também prolongar as condições de baixo pH no biofilme dental e favorecer a 

seleção de microorganismos com potencial acidogênico como a C. albicans 

(SAMARANAYAKE et al., 1983; SAMARANAYAKE et al., 1986; NIKAWA et al., 

1993; NIKAWA et al., 1994; NIKAWA et al., 2003). Cabe ressaltar também que, a 

amostra do presente estudo foi coletada da região cervical das superfícies dentais, 

que geralmente é banhada não somente pela saliva, como também por 

componentes do exsudato ou soro derivado dos fluídos subgengivais e segundo 

NIKAWA et al. (1996), este último tem demonstrado aumentar a aderência fúngica 

ao biofilme.  
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A associação entre a presença de Candida spp. na cavidade bucal e a cárie 

dentária tem sido relatada na literatura por vários autores (SZIEGOLEIT et al., 1999; 

AKDENIZ et al., 2002; REGO et al., 2003). No entanto, poucos estudos têm sido 

realizados para verificar a possível participação desta levedura no desenvolvimento 

do processo carioso. Existem evidências de estudos in vitro que a C. albicans possui 

propriedade de dissolver hidroxiapatita em grandes proporções (NIKAWA et al., 

2003). Além disso, parece possuir atividade colagenolítica (NISHIMURA et al., 

2002), aderindo-se tanto ao colágeno intacto como ao colágeno desnaturado por 

diferentes mecanismos. Isto contribui para a persistência da levedura na superfície 

da hidroxiapatita dissolvida, devido ao colágeno exposto e a alta capacidade de 

aderência a ele, servindo como um sítio de aderência e colonização (MAKIHIRA et 

al., 2001; MAKIHIRA et al., 2002; NIKAWA et al., 2003). Além disso, SEN et al. 

(1997), analisando o padrão de colonização de C. albicans em espécimes de 

esmalte dental, dentina e cemento, observaram através de microscopia eletrônica de 

varredura, que hifas de C. albicans podem penetrar em micro-trincas da superfície 

dental, migrando para o interior dos túbulos dentinários. Isto confirma o quão bem 

colonizado pode estar o esmalte dental por esta levedura.  

NIKAWA et al. (2001) testaram a alteração da coaderência de C. albicans 

associada a bactérias bucais (S. mutans, S. sanguis,S. sobrinus, S. salivarius, 

Lactobacillus e Actinomyces). Para este experimento, isolados de C. albicans 

associados a bactérias bucais foram incubados em meio suplementado com glicose. 

Os autores observaram a coaderência para todos os isolados de S. mutans e S. 

sanguis, porém não houve coadesão significante para S. sobrinus, S. salivarius, 

Lactobacillus e Actinomyces. Contudo quando as leveduras foram pré-incubadas em 

meio suplementado com galactose, as leveduras coaderiram com S. salivarius e 
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Actinomyces. Esta coagregação de C. albicans com bactérias bucais pode ser 

considerada um fator importante na ecologia de biofilmes bucais, e a presença de 

açúcares alterando a coaderência da levedura podem contribuir para sua 

sobrevivência e manutenção nas diferentes superfícies bucais. 

Nenhum estudo experimental até o presente momento verificou a possível 

participação de espécies de Candida isoladas do biofilme supragengival de crianças 

infectadas pelo HIV, no desenvolvimento do processo carioso. Portanto, o presente 

estudo visou, através de seu modelo experimental idealizado, testar o potencial de 

desmineralização in vitro por espécies de Candida em blocos dentais de esmalte 

decíduo. Os resultados avaliados através de métodos quantitativos e qualitativos 

constataram que após serem submetidos à formação de biofilme por C. albicans 

(Grupo 1), os blocos de esmalte decíduo apresentaram perda mineral observada 

pela diminuição significativa dos valores de microdureza transversal (Tabela 6 – pag. 

53) e também nas imagens de MLP, nas áreas expostas ao biofilme, à partir do 5º 

dia. Apesar do pouco conhecimento sobre a possível participação desta levedura no 

desenvolvimento do processo carioso, principalmente em lesões de cárie incipientes 

(lesões de mancha branca), nosso estudo constatou que esta espécie apresentou 

potencial de desmineralização do esmalte, corroborando com estudos prévios que 

suportam que a C. albicans pode possuir algum potencial cariogênico devido a 

possibilidade de dissolver hidroxiapatita em grandes proporções (NIKAWA et al., 

2003).  

Quando espécies de C. albicans e Candida não-albicans foram associadas 

para formação de biofilme (Grupos 2, 3 e 4), os blocos de esmalte apresentaram 

comportamento similar ao descrito para o Grupo 1, ou seja, também apresentaram 

desmineralização conferida pela diminuição dos valores de microdureza transversal 



 

 

65 

nas áreas expostas ao biofilme, à partir do 5º dia. No entanto, ressalta-se que 

nesses grupos não foram realizados testes estatísticos devido ao reduzido número 

de blocos de esmalte (dois fragmentos de esmalte correspondente a cada dia). O 

potencial de desmineralização do biofilme formado por C. albicans ATCC (Grupo 5) 

parece ter sido reduzido, e apenas a partir do 10º dia, pode-se observar alguma 

diferença nos valores de microdureza quando comparadas áreas expostas ao 

biofilme e não-expostas. Apesar deste meio apresentar um pH crítico (5,5) com 

relação a doença cárie, os nossos resultados mostram que não houve variações 

significativa nos valores de microdureza do esmalte expostos ao meio de cultura.  

Com o objetivo de analisar in vitro a diferença do potencial de 

desmineralização de C. albicans isoladas de diferentes sítios da cavidade bucal, foi 

realizado o estudo preliminar apresentado no artigo 1. Para tal, selecionou-se um 

isolado da mucosa bucal e um de lesão cariosa cavitada em dentina de uma criança 

infectada pelo HIV. Observou-se significante diminuição dos valores médios de 

microdureza em relação aos diferentes dias em esmalte de dentes permanentes 

expostos ao biofilme formado. No entanto, verificou-se significante diminuição dos 

valores de microdureza após o 5º dia no grupo 1 (isolados de C. albicans da mucosa 

bucal). Quando comparado aos valores de microdureza observados no grupo 2 

(isolados de C. albicans de lesões cavitadas em dentina) constatou-se que houve 

diminuição dos valores de microdureza a partir do 3º dia de formação do biofilme. 

Essa diferença poderia estar relacionada ao fato das amostras serem de diferentes 

sítios da dentro da cavidade bucal. JIN et al. (2005), observaram uma freqüência de 

1% de variabilidade fenotípica em biofilmes de C. albicans quando comparado a 

células planctônicas. Os autores sugerem que as diferenças observadas nos 
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diferentes fenótipos de C. albicans estão relacionadas ao padrão de assimilação de 

carboidratos, adesão, formação de biofilme, diferenciação e crescimento celular.  

Portanto, com base nos resultados apresentados na presente pesquisa, torna-

se evidente a necessidade de investigações adicionais com números maiores de 

amostras a fim de determinar a real importância entre a desmineralização do 

esmalte por biofilmes bucais com espécies de Candida. Assim como, a sua possível 

participação no desenvolvimento do processo carioso.  

 

 



 

6. CONCLUSÕES  

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:  

1. Todas as crianças apresentaram crescimento positivo para Candida spp. 

(n=50, 100%) no biofilme supragengival. De todas as espécies isoladas e 

identificadas a mais prevalente foi a C. albicans (n=50, 100%), seguida por C. 

parapsilosis (n=8, 16%), C. tropicalis (n=3, 6%) e C. glabrata (n=1, 2%). 

2. Observou-se que quanto maior a quantidade de dentes com biofilme 

espesso, maior a quantidade de Candida spp. O mesmo não foi observado para C. 

albicans. Também não foram observadas diferenças no número de ufc/mL de 

Candida spp. em relação doença cárie, imunossupressão e uso de HAART. 

3. Espécies de Candida isoladas do biofilme supragengival de crianças 

infectadas pelo HIV, apresentaram potencial de desmineralização, in vitro, sobre o 

esmalte decíduo e permanente. 
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ANEXO 2 
 

 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

DEPARTAMENTO DE ODONTOPEDIATRIA 
MESTRADO EM ODONTOPEDIATRIA 

 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
 

PREVALÊNCIA DE Candida spp. ISOLADAS DE BIOFILME DENTAL E SUA ASSOCIAÇÃO 
COM A DOENÇA CÁRIE EM CRIANÇAS INFECTADAS PELO VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA 

HUMANA (HIV) 

 
Prezado responsável, 
A Disciplina de Odontopediatria da UFRJ e o Projeto SIDA/AIDS do IPPMG estão estudando os 
tipos de micróbios que habitam a boca das crianças infectadas pelo HIV em tratamento no 
ambulatório da DIP - Imuno do IPPMG. Para isso, será necessário colher um pouco de biofilme da 
criança, para ser estudada num laboratório e será feito um exame clínico da cavidade bucal. A 
criança também receberá escovação supervisionada e aplicação de flúor. Caso ela necessite de 
tratamento odontológico restaurador, ela receberá a(s) obturações necessárias no próprio projeto, 
e havendo necessidade de extrações ela será encaminhada para a Clínica de Odontopediatria – 
FO/UFRJ. O estudo está de acordo com o estabelecido na Resolução do CNS 196/96 e suas 
complementares e com o Código de Ética Médica de 1988. A participação é voluntária e em casos 
de desistência, a criança não sofrerá prejuízos em relação ao atendimento odontológico. As 
informações sobre cada criança retiradas de suas fichas médicas são confidenciais e sigilosas, 
sendo que a identidade de cada participante só será utilizada por membros da equipe da 
pesquisa.  
É importante lembrar que os procedimentos realizados pelos próprios dentistas para coletar o 
biofilme não causarão, de maneira alguma, dano à criança. 
O responsável pelo paciente poderá solicitar sua saída do estudo em qualquer momento, assim 
como a própria criança, e neste caso, os responsáveis pelo projeto se comprometem a não utilizar 
as informações obtidas. 
Em caso de dúvidas ou necessidades, o responsável poderá entrar em contato com: Dra. Senda 
Charone, na Faculdade de Odontologia da UFRJ (Departamento de Odontopediatria e 
Ortodontia), ou pelos telefones (21) 2562-2101 / (21) 2562-2098/ (21) 81259499. 
Atenciosamente, 
 
___________________________________ 
Assinatura do Pesquisador Responsável 
 
 
Eu, _________________________________________ identidade nº _______________ 
responsável pelo menor __________________________________________ ,concordo com o 
que foi exposto acima e autorizo sua participação na pesquisa. 
 

Rio de Janeiro, _____ de ______________ de _______. 
 

______________________________________________ 
Assinatura do Responsável 
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ANEXO 3 
 
 
 
 

Figura 1: Placas Petri com YCB + 1% de BSA Agar, contendo 12 blocos dentais com a 

superficie do esmalte voltada para cima. 
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ANEXO 4 
 
 

FICHA CLÍNICA N°____________            Data do Exame: __________ 
IDENTIFICAÇÃO  
 
Nome: _____________________________________________________  
Prontuário (IPPMG): _____________ 
DN: ___ /___ /___  sexo:___  cor:___  natural idade:________________ 
Mãe: __________________________________________ HIV (+) (-) 
Pai: ___________________________________________ HIV (+) (-) 
End. ______________________________________________________ 
Telefone: _____________________ 
Responsável: _______________________________________________ 
Parentesco:_________________________________________________ 
Prof issão do Responsável:_____________________________________ 
 
1) HISTÓRIA CLÍNICA 
 
Classif icação Clínica: _________________________________________ 
Tipo de transmissão: (V)  (T)  (S)  (D)  (?) 
Se transmissão vertical:  
Diagnóstico da infecção materna ocorreu em relação à gestação: 
(  ) antes (  ) durante  (  ) após 
Programa da Assistência à Gestante HIV+: (S)  (N) 
Local: _____________________________________________________ 
Usou AZT na gestação? (S)  (N)  (I) 
Aleitamento materno: (S) (N) (NS)    duração:________ meses 
Idade em que foi identif icado como soroposit ivo: __________________ 
Instituição: _________________________________________________ 
Classif icação no diagnóstico: __________________________________ 
Idade em que iniciou o acompanhamento no IPPMG: _______________ 
Data: ___________________ 
Médico do IPPMG responsável:  ________________________________ 
 
Manifestação inicial da infecção pelo HIV: 
(  ) febre  (  ) adenomegalias  (  ) hepatomegalia  (  ) esplenomegalia 
(  ) diarréia crônica    (  ) PCP    (  ) infecção bacteriana de repetição  
(  ) ↑parótida     (  ) anemia     (   ) leucopenia  
(  ) plaquetopenia      (  ) atraso no desenvolvimento    
(  ) emagrecimento (  ) outros __________________________________ 
 
Doenças definidoras de AIDS ou outras marcantes: 
(  ) Encefalopatia pelo HIV   (  ) Retinite por CMV  (  ) Retinite por toxo   
(  ) Neurotoxo    (  ) LIP    (  ) Micobacteriose   (  ) Tuberculose  
(  ) PCP     (  ) DPC (  ) Infecção bacteriana grave recorrente  
(  ) Plaquetopenia  (  ) Esofagite   (  ) Miocardiopatia    
(  ) Herpes Zoster  
Outras: ____________________________________________________ 
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Faz uso de antiretroviral: (  ) S (  ) N     
Qual?   
(  ) AZT          (  )3TC             (  ) ddI             (  )Abacavir    
(  ) Efavirenz  (  ) Delavirdina  (  ) Nevirapina  (  ) Saquinavir   
(  ) Indinavir   (  ) Ritonavir      (  ) Nelf inavir   (  ) Amprenavir   
 
Posologia: __________________________________________________ 
Ouros: _____________________________________________________ 
Tempo: ____________________________________________________ 
 
2) EXAME ORAL 
 
História prévia de manifestação oral: (  ) S  (  ) N 
Qual:______________________________________________________ 
 
Tecidos Moles: 
Extra-Oral:  
Linfonodos submandibulares: (  ) D  (  ) E  (  )  Não 
Linfonodos cervicais:             (  ) D  (  ) E  (  ) Não 
Linfonodos submentonianos:  (  ) S  (  ) N 
Hipertrof ia de Parótidas:        (  ) D  (  ) E  (  ) Não 
 
Intra-Oral:Candidíase Pseudomembranosa: (  ) S  (  ) N 
local:______________________________________________________ 
Candidíase Eritematosa: (  ) S  (  ) N 
local:  ______________________________________________________ 
Eritema Linear Gengival:  (  ) S  (  ) N 
local:  ______________________________________________________ 
Queil ite angular: (  ) S  (  ) N 
Gengivite:          (  ) S  (  ) N 
dentes: _____________________________________________ 
Retração gengival:  (  ) S  (  ) N 
dentes: _____________________________________________ 
Abscesso gengival:  (  ) S  (  ) N 
dentes: _____________________________________________ 
Fístula: (  ) S  (  ) N 
dentes: _____________________________________________ 
Periodontite: (  ) S  (  ) N 
Estomatite herpética: (  ) S  (  ) N 
Herpes labial:   (  ) S  (  ) N 
Leucoplasia Pilosa: (  ) S  (  ) N 
Sarcoma de Kapposi: (  ) S  (  ) N 
Úlcera aftosa: (  ) S  (  ) N 
Outros: ______________________________________________ 
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Exame dentário 
CPOD / ceo e CPOS /ceos: 

 
CPOD:___________  ceo: ____________ 
CPOS: __________  ceos: ___________ 

 
Nº. de lesões cavitadas ativas em dentina: _____ 

 
Dente dist vest Mês ling oclus Dente dist  vest  mes l ing  oclus  

1      1      
2      2      
3      3      
4      4      
5      5      
16      26      
17      27      
18      28      

Dente dist  vest  Mês  l ing  oclus  Dente  dist  vest  mes l ing  oclus  
1      1      
2      2      
3      3      
4      4      
5      5      
46      36      
47      37      
48      38      

 
 
 
0 - sadia 
1 - cárie at iva em esmalte, sem cavitação 
2 - cárie inat iva em esmalte 
3 - cavitação ativa em esmalte 
4 - cavitação inat iva em esmalte 
5 - cavitação ativa em esmalte / dentina 
6 - cavitação inat iva em esmalte / dentina 
7 - dente com possível comprometimento pulpar 
8 - restaurado 
9 - extraído 
10- exodontia indicada  
 
3) EXAMES LABORATORIAIS 
 
 
 
 
 
 
 
 

Data (__/ __/ __)  

CD4  
CD8  
T4/T8  
Plaquetas  
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4) HIGIENE BUCAL 
 
Quantas vezes escova os dentes/dia? 
(  ) pelo menos 1 vez/dia   (  ) 2 a 3x/dia   (  ) + 3x/dia 
Quem escova? 
(  ) o próprio paciente       (  ) o responsável   (  ) outro menor (irmãos) 
Usa f io dental?   
(  )S   (  )N            Freqüência: ____ vezes/dia 
Uso de f luoreto:  
(  ) bochecho        (  ) creme dental 
Informações sobre a dieta: 
(  ) realiza as 3 refeições diárias    (  ) costuma “beliscar”entre refeições 
Consumo de sacarose entre as refeições: 
(  ) pelo menos 1 vez/dia    (  ) 2 a 3x/dia   (  ) + 3x/dia 
Toma a medicação associada a al imentos? 
(  )S   (  )N     
Qual ( is)?         
(  ) água   (  ) alimentos açucarados  (  ) al imentos sem açúcar   
(  ) leite puro    (  ) outros ___________________________________ 
 
Ficha de Procedimentos  
 
Data Procedimento realizado 
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ANEXO 5 
 
 
 

Figura 2: Contagem das Unidades Formadoras de Colônia (ufc) reveladas pelo meio 

CHROMagar Candida®. 
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ANEXO 6 
    

AVALIAÇÃO DA AMOSTRA 
  

 

NOME: _____________________________________________________________ 

FICHA N°: ________________________ 

Nº. DO PRONTUÁRIO (IPPMG): _____________________________ 
 
 

Indice de biofilme dental (escore: ____________) 
 
NÚMERO DE UFC: 
 
 

Leitura Total ufc Classificação Cor/ufc Cor/ufc Cor/ufc Candida spp. 
48 
horas 

      

72 
horas 

      

 
HOSSAIN et al. (2003): 0 = ausente; 1 = muito escasso (<10 colônias); 2 = escasso (10-102 
colônias); 3 = moderado (102-103 colônias); 4 = numeroso (> 103 colônias). 
 
 
LEGENDA: 
 

Cor presente Candida spp. 
Verde Candida albicans 

Azul arroxeado Candida tropicalis 

Rosa pálido Candida krusei 

Rosa escuro Candida glabrata 

Bege Candida parapsilosis 

Verde escuro Candida dubliniensis 
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ANEXO 7 
 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 
DEPARTAMENTO DE ODONTOPEDIATRIA 

MESTRADO EM ODONTOPEDIATRIA 
 

 
 
 

TERMO DE DOAÇÃO DENTES DECÍDUOS 
 

Eu_______________________________________________________________________ 

natural de __________________________, sexo__________ cor_____________________ 

residente à __________________________________, telefone ______________________ 

portador do RG _____________________________(pai/mãe ou responsável) 

____________________________________________________________,pelo menor 

____________________________________________, aceito doar o (s) dente (s) para a presente 

pesquisa, ciente de que o (s) mesmo (s) será (ão) utilizado (s) pela pesquisadora desta Faculdade 

para estudo e treinamento pré-clinico. Estou consciente de que este (s) dente (s) foi (foram) 

extraído (s) por indicação terapêutica para a melhoria da minha saúde, como documentado em 

meu prontuário. Caso este (s) dente (s) seja (m) utilizado (s) em pesquisa, esta deverá ter sido 

previamente aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FO/UFRJ, sendo preservada minha 

identidade na divulgação. 

 
Rio de Janeiro, ____ de _____________ de 20__ 

 
 

__________________________________________ 
Assinatura do responsável 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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